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Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/08405 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/12/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/12/1997 


Anmeider 

FORSSMANN WOLF-GEORG et al. 



1 Dem Anmeider wind mitgeteilt. daB ihm die mit der intemationalen vorlauf igen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen Pruf ungsbencht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubermittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amis wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertlgen und diesem Amt ubemfiitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationals Phase hat der Anmeider vor jedem ausgewahlten Amt innertialb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermitteln. so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Aniagen zum intemationalen voriaufigen Prufungsbencht enthalten. bs 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmeider zu entnehmen. 
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PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder AnwaJts 
982534WO Me/kk 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Intemationaies Aktenzeichen 
PCT/EP98/08405 


Internationales Ann\e\6edatum(Tag/Monat/Jahr) 
22/12/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
22/12/1997 



C12N15/12 



Anmelder 

FORSSMANN WOLF-GEORG et al. 



Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubermittelt. 

Dieser BERICHT umtaBt insgesamt 7 Blatter einschlleBlich dieses Deckbtatts. 

K AuBerder. liegen dem Benct^t ANLAGEN bei; dabei handed es sich um Blatter mit ^^-^J^^^^ 

und/oder Zeichnungen, die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter ^ .^^^^^^^^^'^^ 
BehSrde vor^^^^^^^ Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Ver>.altungsnchthnien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu toigenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II S Prioritat ^ 

III S Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, ertinderische Tatigkert und gewerbliche Anwendbarkert 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuhert, f'^^''^^^^^^^^^^ """^ 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI n Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Vlt □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
22/07/1999 



Name und Postanschnft der mit der internationaien vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

— Europaisches Patentamt 

D-8C298 Munchen 

Tei ^9 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: -49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

29.03.00 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Hermnann. K 

Tel Nr -49 89 2399 2670 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08405 



I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzb fatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikei 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungiich eingereicht" and sind itim 
nicht beige fugt, weil sie keine Anderungen enthaften.): 

Beschreibung, Serten: 

1-37 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.; 

1-15 mil Telefax vom 21/03/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

Ml 'in ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind lolgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

K Anspruche, Nr.: 16-29 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehait in der ursprungiich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
II. Prioritat 

1 - □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Priorftat erstellt worden, da folgende 
angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrift derfruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist, 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der 
Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte intemationale Anmeldedatum als das 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08405 

maGgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblati 

til. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 

neu, auf erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesannte intemationale Anmeldung. 

^ Anspruche Nr. 6-8 (vollstandig); 2-4, 9-15 (teilweise); 12 und 15 (in bezug auf gewerbliche Anwendbarkeit). 
Begrundung: 

^ Die gesamte intemationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspmche Nr. 12, 15 (in bezug auf 

gewerbliche Anwendbarkeit) bezrehen sich auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationale 
vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht {genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

K Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen {machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. 6-8 (vollstandig); 2-4, 9-15 (teilweise) sind so unklar, da6 kein 
sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte {genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

K Die Anspmche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 6-8 (vollstandig); 2-4, 9-15 (teilweise) sind so 
unzureichend durch die Beschreibung gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspnjche Nr wurde kein intemationaler Recherchenbericht erstellt. 



V, Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbiichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1 Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-4, 9-15 

1-4, 9-15 

1-4, 9-11. 13, 14 
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2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Dokumente 

Fur diesen internationalen vorlaufigen Prufungsbericht (IPER) werden die 
Dokumente des internationalen Recherchenbericht vom 18.05.99 in der dort 
angegebenen Reihenfolge mit D1-D5 abgekurzt. 

Zu PUNKT I (Grundlage des Bescheids) 

Die mit dem Telefax vom 21.03.00 eingereichten, geanderten Anspruche 1-15 
erfullen die Erfordernisse von Art. 34(2)(b) PCT. 

Zu PUNKT II (Prioritat) 

Dieser IPER wurde unter der Annahme eines gultigen Prioritatsdatums (22.12.97) 
erstellt, da das betreffende Prioritatsdokument der Prufungsbehorde noch nicht 
zur Verfugung steht. D2 (Kalus et al.) wurde zwischen dem Prioritatsdatum und 
dem Anmeldedatum der vorliegenden Anmeldung veroffentlicht und wird daher 
nicht als Stand der Technik im Sinne von Regel 64(1 )(b) PCT angesehen. Sollte 
sich jedoch herausstellen, da(3 das wirksame Datum nicht dem Prioritatsdatum 
entspricht, wird D2 fiir die Beurteilung der Neuheit und erfinderischen Tatigkeit der 
vorliegender Anmeldung herangezogen werden (Art. 33(2) und (3) PCT). 

Zu PUNKT III (Keine Erstellung eines Gutachtens) 

1 Fur den Gegenstand der Anspruche 7 und 8 kann keine Prufung durchgefuhrt 
werden, da die Beschreibung keinerlei technische Angaben uber Inhibitoren 
enthalt (Art. 5 und 6 PCT). Der gleiche Einwand gilt fur den Gegenstand von 
Anspruch 6 (Antikorper). 

2 Anspruche 2-4 und 9-15 werden folglich nicht gepruft insofern sie sich auf 
Anspruch 6-8 beziehen. 

3 Anspruch 5 fehit im vorliegenden Anspruchssatz. Die Verweise auf Anspruch 5 
(siehe Anspruche 10, 11 und 13 ) werden daher ignoriert und nicht gepruft (Art. 6 
PCT). 
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4 Die Anspruche 12 unci 15 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach 

Auffassung dieser Behorde unter Regel 67.1(iv) PCT fallt (therapeutische oder 
diagnostische Verfahren am menschlichen oder tierischen Korper {in vivo)), Daher 
wird uber die gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche 
kein Gutachten erstellt (Art. 34(4)(a)(i) PCT). 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 
12 und 15 gewerblich anwendbar sind, gibt es unter den PCT-Vertragsstaaten 
keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung 
der Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet 
sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche 
zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 

Zu PUNKT V (Neuheit, erfinderische Tatigkeit, gewerbL Anwendbarkeit) 

1 Zusammenfassung der Anmeldung 

Die Anmelder haben aus humanem Hamofiitrat durch ein bekanntes 
Reinigungsverfahren (siehe S. 8, Z, 9-10 der Beschreibung) Insulin-like Growth 
Faktoren erhalten und davon die C-Termini sequenziert. Die Sequenzen von 
sechs IGFBP wurden verglichen und daraus eine Consensus-Sequenz abgeleitet 
(siehe Abb. 1 und Formel in Anspruch 5). Die Aminosauresequenzen sechs 
verschiedener IGFBP war bereits bekannt (siehe D4, S. 4, Z. 15-19). Die 
Anmelder beschreiben selbst, daB die Peptidsequenzen 100%ige Identitat zu 
bereits bekannten IGFBP besitzen (siehe S. 15 (humanes IGFBP-2 bzw. IGF-II) 
und S. 17 (humanes IGFBP-4). Die so erhaltenen Peptide sollen zellproliferative 
und zellprotektive Eigenschaften aufweisen. Es wurde jedoch nur fur zwei C- 
terminale Fragmente - IGFBP-2-13 (Beispiel 2. S. 16, Z. 7-8) und IGFBP-4-11 
(Beispiel 4, S. 18, unten) - eine biologische Aktivitat nachgewiesen. 
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3 Neuheit (Art. 33(2) PCT) 

Der Gegenstand von Anspruchen 1-4 und 9-15 ist der Offentlichkeit durch den zur 
Verfugung stehenden Stand der Technik nicht zuganglich gemacht worden und 
kann daher als neu betrachtet werden. 

2 Erfinderische Tatigkeit (Art. 33(3) PCT) 

2.1 Der Gegenstand von Anspruch 1 ist nicht erfinderisch im Sinne von Art. 33(3) 
PCT. Die Annnelder haben lediglich die C-terminalen Enden sechs bereits 
bekannter (siehe z.B. D4, S. 4, Z. 15-19) IGFBP sequenziert und fur zwei dieser 
Fragmente eine biologische Aktivitat nachgewiesen (S. 16 und 18 der 
Beschreibung). Es ist nicht ersichtlich welchen Vorteil die beanspruchten 
Peptidfragnnente gegenuber den bereits bekannten IGFB Proteinen aufweisen. 

2.2 Der Gegenstand von Anspruchen 2-4 und 9-15 tragt ebenfalls nicht zur 
erfinderischen Losung eines unerwarteten technischen Problems bei. Besagte 
Anspruche betreffen lediglich offensichtliche Anderungen, die im Rahmen dessen 
liegen, was ein Fachmann aufgrund des allgemein zuganglichen Wissens (unter 
anderem D1 und D3-D5) und, besonders im Falle der Anspruche 3, 9. 1 1 und 12 , 
aufgrund der Lehre von D4 zu tun pflegt (D4, S. 6, Z. 4-6). 

3 Industrielle Verwertbarkeit (Art. 33(4) PCT) 

Anspruche 1-4, 9-11. 13 und 14 erfullen die Anforderungen von Art. 33(4) PCT. 
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Patentansprtiche 

1. Peptide dadurch gekennzelchnet, dass die Peptide ausgewalnit 
werden aus 

IBP-1 

APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEPCRIELYRWESUVKAQET 

SGEEISKFYLPNCNKNGFYHSRQCETSMDGEAGLCWCVYPWNGKRIPGSP 
EIRGDPNCQIYFNVQN 

IGFBP-2 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLY 

SLHIPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDP 
ECHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYS 
LHIPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPE 
CHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 

IGFBP-3 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLN 

VLSPRGVHIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTK 
GKEDVHCYSMQSK 

KVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNVLSPR 

GVHIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDV 
HCYSiviQSK 

HPLHSKIIIIKKGHAKDSQRY 
IGFBP-4 

DEAIHCPPCSEEKU\RCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPR 
CGSGLRCYPPRGVEKPLHTLMHGQGVCMELAEIEAIQESLQPSDKDEGDHP 
NINSFSPCSAHDRRCLQKHFAKIRDRSTSGGKM 

KVNGAPREDARPVPQGSCQSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPIPIMCDRNG 
NFHPKQCHPALDGQRGKCWCVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQLADSFRE 
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4. 



IGFBP-5 

LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMV 

PRAVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGD 
FQCHTFDSSNVE 

KFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPR 

AVYLPIMCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDF 
QCHTFDSSNVE 

HTRISELKAEAVKKDRRKKLTQS 
IGFBP-6 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGPCRRHLDSV 

LQQLQTEVYRGAQTLYVPNCDHRGFYRKRQCRSSQGQRRGPCWCVDRMG 
KSLPGSPDGNGSSSCPTGSSG 

sowie cyclische, glycosylierte, phosphorylierten, acetylierten, 
amidlerten und/oder sulfatierten Derivate. 

Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaB Anspruch 1 durch 
Aufreinigung aus humanem Blutfiltrat oder Urln, durch Festphasen- 
peptidsynthese oder durch Expression in rekombinanten l^ikroorga- 
nismen. 

Komplexe von Peptiden gennaB Anspruch 1 mit hIGF-I (humaner 
Insulin-like growth factor-I, MW 7649) oder hIGF-II (humaner Insu- 
Iln-like growth factor-II, MW 7491) sowIe dessen biologisch aktive 
Fragmenten und/oder Derivaten, insbesondere amidierten, acety- 
lierten, sulfatierten, phosphorylierten und/oder glykosylierten Deriv- 
aten. 

Nucleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dass sie fur Peptide gemaB 
Anspruche 1 kodiert. 
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6. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dass er an ein Peptid gemaB 
Anspruch 1 bindet. 

7. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dass er die biologische Aktivitat 
von Peptiden gemaB Anspruch 1 hemmt. 

8. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dass er die Expression von Pep- 
tiden gemaB Anspruch 1 hemmt. 

9. Verwendung von Peptiden gemaB Anspruch 1, Komplexen gemaB 
Anspruch 32, Nucleinsauren gemaB Anspruch 4, zur Herstellung ei- 
nes Arzneimittels zur Behandlung der Unterexpression von Insulin- 
like Growth Factor Binding Proteinen. 

10. Verwendung von Antisensenudeotiden gemaB Anspruch 5, Antikor- 
pern gemaB Anspruch 6, Inhlbitoren gemaB Anspruch 7 und/oder 
Inhibitoren gemaB Anspruch 8 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung der Uberexpression Insulin-like Growth Factor Bind- 
ing Proteinen. 

11. Arzneimittei enthaltend Peptide gemaB Anspruch 1, Komplexe ge- 
maB Anspruch 3, Nucleinsauren gemaB Anspruch 4, Antisen- 
senudeotiden gemaB Anspruch 5, Antikorpern gemaB Anspruch 20, 
Inhibitoren gemaB Anspruch 7 und/oder Inhibitoren gemaB An- 
spruch 8 in einer pharmazeutisch ubiichen Darreichungsform zur o- 
ralen, intravenosen, intramuskularen, Intracutanen, intrathekalen 
Anwendung oder als Aerosol zur transpulmonalen Applikation. 

12. Verwendung eines Arzneimittels gemaB Anspruch 11 zur Behandlung 
von Muskelschwund, Osteroporose, Diabetes, amyloidaler lateraler 
Sklerose, peripheren und zentralen Neuropathien, entzCindlichen 
Prozessen, gestorten Entzundungsreaktionen, Tumorerkrankungen, 
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entzundlichen und neoplastischen Erkrankungen, Wachstums- 
storung, Erkrankung der Muskulatur, Erkrankung des Kno- 
chenapparates und/oder zur Wund- und Knochenheilung. 

13. Verwendung der Nucleinsaure gemaB Anspruch 4 und/oder der Anti- 
sensenudeotide gemaB Anspruch 5 zur Herstellung eines Medika- 
mentes zur Behandlung somatischer oder nicht-somatischer Ge- 
nerkrankungen. 

14. Diagnostikmittei enthaltend Peptide gemaB Anspruch 1, Komplexe 
gemaB Anspruch 3, Nucleinsauren gemaB Anspruch 4, Antisensenu- 
deotide gemaB Anspruch 5, Antikorpern gemaB Anspruch 6, In- 
hibitoren gemaB Anspruch 7 und/oder Inhibitoren gemaB Anspruch 8 
sowie weitere Hilfsmittel. 

15. Verwendung der Diagnostikmittei gemaB Anspruch 14 zur Diagnose 
von Funktionsstorungen des Knochens, der IMuskeIn, des Nen/en- 
systems, der Lymphorgane, des Magen-Darm-Traktes, des Immun- 
systems, von Diabetes, inflammatorischen und neoplastischen Pro- 
zessen sowie als Marker bei Krebs. 
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, Artikei 18 sowie Regeir^ ^3 ona -14 PC^ 



Aktenzeicren des Anmelders ooer Anwalts 

982534woMe/.1 


p.^-ppc siene M!tteilL.ng uber d 
wcii 1 unco Recherchenbenchts (F 
VORGEHEN zutrettend, nachstehen 


e ubern^irtlung des ipternationaien 
ormblatt PCT iSA220! sowie. soweit 
der Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/ 0840B 


Internationales Anmeidedatum 
i Tag Morat Jahn 

22/12/1998 


■ Fruhestest Pnontatsdatum {Tag Morat Jann 

22/12/1997 


Anmelder 

FORSSMANN WOLF-GEORG et al 





Dieser ,nternat,onaie Recherchenbencht wurde von der Internationaien Recherchenbehorde erstellt und wird der^ Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internattonale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 4 _. — Blatter. ^ ^ ^ ^ u 

\T} Daruber h,naus heg, ,hm ,ewe,ls e.ne Kop.e der ,n d.esem Bench, genann.en Un.erlagen zum Stand der Techn.k be,. 



Grundlage des Berichts 



a. 



H.nsichthch der Sprache ,st d,e Internationale Recherche aut der Grundlage der internationalen Anmeldung ,n der Sprache 
rcStahrt -or^^^^^^^^ der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punk, nichts anderes angegeben ,st. 

n Die ,n,erna„onale Recherche is, au, der Grundlage einer be, der Behorde eingereichten ubersetzung der ,n,ernat,onalen 
' — Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhr, worden. 
b H,ns,ch,lich der ,n der ,nternat,onalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ,st d,e ,nternat,onale 
Recherche aut der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgetuhrt worden. das 
[X| ,n der ,n,ernationalen Anmeldung in Schnflicher Form enthalten ist. 

jT] zusammen m,t der ,nterna„onalen Anmeldung ,n computerlesbarer Form e,ngereicht worden ,st. 

I I be, der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden is,. 

I I be, der Behorde nachtraglich m computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

n D,e Erklarung daf3 das nachtraglich eingereichte schnniiche Sequenzprotokoll n,cht uber den Offenbarungsgehal, der 

' ,nternationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunk, hinausgeh,. wurde vorgelegt. 
□ D,e Erklarung, daR die ,n computerlesbarer Form ertaBten Informationen dem schntthchen Sequenzprotokoll entsprechen. 

wurde vorgelegt. 

2 \T] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld ID 

4 Hinsichttich der Bezeichnung der Erfindung 

Pq wtrd der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I [ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5 Hinsichtlich der Zusammenfassung 

mwird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der ,n Feld 111 angegebenen Fassung von ^^^^ ^^J'J^^^^^ 
n Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
' — Recherchenbenchts eine Stellungnahme vorlegen. 

6 Fotgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb Nr. _ ^ 

, ^ ^, iTi keinederAbb. 

wie vom Anmelder vorgeschlagen i — l 

I I weit der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

[ well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



t PCT ISA 210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



(^^ER RECHERCHENBERICHT 



INTERNATI(jfl?n.ER RECHERCHENBERICHT TpCT/EP 98/ 08405 



Feia . BererKL-nger^ zu aen Anspr^.c^en. a.e s on ais n,c-i -crercr:erDar er-.v.esen -aoen ■ Fo-^setzo-g von Pl.-K! 2 5.au 



GemaB Artikel ^:-:2'a, .vurde aus 'oigenden Grunden fur oestimmte Ansprucre ke.n Recnercperbencnt ersteilt; 
' i ta^e'sich'Iuf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche d,e Behorde n.cht verpfl.chtet ist. naml.ch 

Bemerkung: Obwohl die Anspriiche 26 und 27 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschl ichen/tieri schen Korpers beziehen. wurde die 
Recherche durchgef uhrt . Sie grundete sich auf die angefuhrten 
Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung . 

^ we''s,e's.ch''auf Te.le der ,r.terna.,or.alen Anmeldur^g bez,ehen. d,e der. vorgeschr,eber.en Ar^forderungen so wen,g er^tsprecher.. 
dal3 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgetuhrt werden kann. namlich 



' D weH es s^'h dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a, abgefaB. sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Forisetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt. daR diese Internationale Anmeldung mehrere Ertindungen enthalt: 



1 n Da der Anmelder alie erlorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechueitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I I Internationale Recherchenbencht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

I 1 na fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgetuhrt werden konnte tier eine 

2- U ° sat^ifche Rec^^^^^^^^^ ^^^^^'^^ ^""^'^ aufgefordert. 

T m Da der Anmelder nur einige der ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entnchtet hat. erstt^eckt sich dieser 
U °femItfonTirRecherc;renbericht nur auf d,e Anspruche, fur die Gebuhren entnchtet worden sind, narr^lich auf die 

Anspruche Nr. 



faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q D.e zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahi: 

I j Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



^rmblatt PCT. lSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 {1))(Juli 1998) 



INTERNATIONAL^^ECHERCHENBERICHT 




ationaies Aktenzeichen 

■/EP 98/08405 




KLASSIFIZIEBUNG DES ANMELDUNGSGEGeNSTANOeS , . j 

IPK 6 C12N15/12 CUN15/11 C07K14/4/ 
Af^i;^^i/7n A61K38/17 A61K38/30 


C07K14/65 
A61K39/395 


C07K16/18 
G01N33/68 




C07H21/04 


.e- 






B. RECHERCHIERTE GEBIETE . ^ • 

IPK 6"^ C07K C12N A61K GOIN C07H 


Rec^ercn.ene aoer n;cht zu^ M.ndestpr.tstcrt gencr.nae Veroftent.cnungen sc^e^t dies^ uPt.r <..nerc, . 


e'len Geoiete taile'"> 




■ wanrend ^er ^ntemationaien Recnerc.e Konsumene e^ektromscne Datenoank .Name ae 


Oatertank ^nd evil 


.-erAendete Sucnbegnffei 





C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone- BezeicMnung der Veroftentlichung. soweit ei 



enorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr Anspruch Nr 



EP 0 725 080 A (SNOW BRAND MILK PROD CO 
LTD) 7. August 1996 



siehe Seite 3, Zeile 50 
siehe SeqID. 9; 
siehe Seite 8, Zeile 33 
Anspriiche; Beispiele 



Seite 4. Zeile 2 
Zeile 37; 

-/- 



1.4-8. 
10-14, 
16,18. 
25-29 



Weitere Veroffentltchungen stnd der Fortsetzung von Feld C zu 

entnehmen 

Besondere Kategonen von angegebenen Verdftentiichungen 
A'^ Veroffentlichung, die den allgememen Stand der Technik definiert 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

■E 



Siehe Anhang Patentfamilie 



alteres Dokument, das ledoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verotfentlicht worden ist 



■ L Veroftentlichung die geetgnet ist. einen Pnontatsanspruch zweifelhaft er- 
sche?nen zu lassen oder durch die das Veroftentlichungsdatum einer 
Inderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

■O ■ Veroftentlichung, die sich aut eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaRnahmen beziehf 
■P'' vrcfttenJichung die vor dem internationalen Anmeldedatum aber nach 

dem bean spruchten Pnontatsdatum veroftentlicht worden ist 
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

18. Mai 1999 

Name und Postanschnft der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
TaI (*31'70) 340-2040. Tx. 31 651 epo n). 
Fax- (-31-70) 340-3016 



■ Qnatprp Veroftentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 

Oder dem Pnontatsdatum veroffentlicht worden ist und nnit der 
Anmeldung nicht kollidierl. sondern nur zum Verstandnis des der 
Ertindung zugrundel.egenden Pnnzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist 

■ veroftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 

kann alletn aufgrund dieser Veroftentlichung n.cht als neu oder auf 
prfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 
Veroftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann nicht als auf ertindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werSer^ wenn die Veroftentlichung mit einer oder n^^^^^^^" .^^^^^ 
Verottentlichungen dieser Kategone in Vert:).ndung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

■ Veroftentlichung, die Mitglied derselben P atentfamilie ist 

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



08/06/1999 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Fuhr, C 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



• 



rnationales Aktenzeichen 

tj/LP 98/08405 



C iFortsetzung) ALS WESENTLiCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



P.X 



KALUS. WENZEL ET AL; "Structure of the 
IGF-binding domain of the insulin-like 
growth factor-binding protein-5 (IGFBP-5) 
implications for IGF and IGF-I receptor 
interactions" 

EMBO J. (1998). 17(22). 6558-6572 CODEN: 
EMJODG;ISSN: 0261-4189.16. November 1998. 
XP002103022 

siehe Fragment 135-246 des IGFBP-5 

siehe Seite 6559. linke Spalte. Absatz 2; 

Abbildung 1 

WO 97 30084 A (GENETICS INST) 
21. August 1997 



Siehe SeqID. 6 und Anspruch 11 
siehe Seite 7. Zeile 20 - Zeile 30; 
Anspriiche: Beispiele 

WO 96 02565 A (CELTRIX PHARMA) 

1. Februar 1996 

siehe Anspruche; Beispiele 

WO 96 01636 A (WERTHER GEORGE ARTHUR 
;ROYAL CHILDREN S HOSPITAL RESE (AU): 
WRAIGH) 25. Januar 1996 
siehe Anspruche; Beispiele 



1.3-8. 
10-13 



1.4.7 
10-14 
16. 18 
20.23 
25-29 



1.23 



1.23 
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PATENT COOPERATlONTREAT'i 

PCX 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCX Article 36 and Rule 70) 



Applicant "s or agent's file reference 
982534\vo Me js 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FtRTHER ACTION p,eiiminar> Examination Report (Form PCT IPEA416) 


Iniemational appiicalion No 

PCT EP98^08405 


International filing date idav month year) 

22 December 1998(22.12.98) 


Priority date (day month year) 

22 December 1997 (22.12.97) 


Intemaiional Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 

C12N 15 12. 15 1 L C07K 14 47. 14 65. 16 18. A61K 31 70. 38 17. 38 30 


. 39 395, GOIN 33 68. C07H 21 04 


Applicant 


FORSSMANN. Wolf-Georg 





Ihis international preliminar> examination report has been prepared by this international Prelimmar> Examining 
Authoritv and is transmitted to the applicant according to Anicle 36. 



This RHPOR l consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



K-7\ This report is also accompanied bv ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and or drawings which have 
^ been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Prioril\ 



1 


X 


11 


X 


111 

IV 


□ 


\' 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Lack of unit\ of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

22 July 1999 (22.07.99) 


Date of completion of this report 

29 March 2000 (29.03.2000) 


Name and mailing address of the IPEA EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT IPEA 409 (cover sheet) (Januar> 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Internal lonal application No 

PCT EP98 08405 



I. Basis of the report 



] This report has been drawn on the basis 0\ [Replacemem sheets which ha\'e been furnished lo the receiving Office in response lo an invthnion 
under Anicie 14 are referred to m this repon as ongmalh filed and are not annexed to the report since the\ do not contain amenamenis ' 



I I the international apphcation as originall> filed 

j^^K^J the description, pages ^"-^ 

pages 

pages 

pages 



as onginalK filed, 
filed w ith the demand, 
filed uith the letter of 
filed uiih the letter of 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-15 



, as onginall) filed, 

. as amended under Article 19. 

. filed with the demand. 

, filed with the letter of 

, filed \\ ith the letter of 



\] March 2000 (21.03.2000) 



the dravs ings. sheets fig 
sheets fig 
sheets fig 
sheets'fie 



1 7- 



as originally tiled, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments ha\ e resulted in the cancellation of 

I I the description, pages 

I I the claims. Nos. 

I I the drawings. sheetsTig 



^ I I This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since the> ha\e been considered 
' ' to eo be>ond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessar\ : 



Form PCT IPH A 409 (Box 1) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Intemattonal application No 

PCT EP98 08405 



II. Priorin 



□ This repon has been established as if no priorit> had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
limit the requested; 

I I copv of the earlier application w hose priorit> has been claimed 

I I translation of the earlier application whose priorit> has been claimed. 

I — I This report has been established as if no priorU> had been claimed due to the fact that the priont> claim has been tbund in\alid 

1 hus for the purposes of this report, the international filing date indicated abo\e is considered to be the relevant date. 

3. Additional observ ations, if necessar\ : 

See suDplement al sheet. 



Form PCT IPHA 409 (Box li) (Januar> 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Intcmaiional applicanon No 

PCT EP98 08405 



III. Non-establishment of opinion with regard to novein , inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be no\ el. to involve an inventive step ( to be non obvious ). or to be 
mdustnalK applicable ha\e not been examined in respect of 

I I the entire international application 

[X] claims Nos 6-8( in full ):2-4.9- 1 5( in part): 12 and 15 (with regard to industrial ap plicabilit\ ) 

because: 

the said international application, or the said claims Nos. 12.15(with regard with to industrial aprlicabilit\ } 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminar> examination ispecifyi 



See succlerr:en::al shee^ 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below} or said claims Nos. 6-8 (in full ); 2-4.9-1 5(in part) 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specifyr. 

See supplemental sheet . 



r—Ti the claims, or said claims Nos 6-8 (m full): 2-4. 9-15 (in part) are so inadequately supported 

b> the description that no meaningful opinion could be formed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. . ■ 



Form PCT IPHA 409 (Box III) (Januar> 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Iniernaiional appiicaiion No 



1. Basis of the report 



1 "Tlll^ repon has been drawn on the baSLS of (Repiacemeni s^ieets M'hich fun^e been furnislied lo nie receiving Ofice in response lo an nniiaiion 
ufider Article 1 4 are referred to in ifus repon as ' original K filed ' and are not annexed to tlie report since tfiey do not comain amendnwnis > : 

The amended Claims 1-15 filed oy fax on Marcn 2^, 2jCu 
meez rhe reauiremenrs of ?CT Aroicle 34 (2} (b; . 



Form PCT IPHA 409 (Box 1) (Januan 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Inicrnaiional application 



Supplemental Box 

(To be used when the space m an> of the preceding boxes is not sunicienu 



Continuation of; ^ . 



nas beer. es::ablisned on tne assun^.pricr ^..c 
^ 12.9^: IS valid, since ::he releva: 



d - ■ d ^ ^ d w 



p e M a IT 



priority aate 
criorioy oocurneno is 
^uirorii'.' . D2 iKalus et. al. was puc^isneo cezv,^'^r. ^.n^ 
orioritv date and the filing date of the present 
application and is therefore not considered to be prior 
art (PCT Rule 64(l)(b)). However, should it later prove 
that the actual date does not correspond to the priority 
aate, then D2 will be referred to for the assessment of 
rhe novelty and inventive step of the present application 
f PCT Article 33(2) and (3)). 



Form PCT IPHA 409 (Supplemental Box) (Januar\ 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Iniernaiional appiicaiion No 



Supplemental Box 

{Jo be used when ihe space in an\ ol'the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: 11^ 

1. An exammaricn cannor be carried our for one 
subjeco maooer of Claims and 8 since one 
description does not give any technical details as 
regards inhibitors ( ?CT Articles 5 and 6 : . The 
same objection applies to the subject miatter of 
Claim. 6 (antibodies) . 

2. Consequently, Claim.s 2-4 and 9-15 have not been 
examiined since they relate to Claims 5-8. 

3. C laim 5 has been omitted from the present set of 
claims. Consequently, any references to Claim 5 
(see Claims 10, 11 and 13 ) have been ignored and 
have not been examined (PCT Article 6) . 

4. Claims 12 and 15 relate to a subject matter which, 
in the Examining Authority's opinion, comes under 
PCT Rule 67.1 (iv) (therapeutic or diagnostic 
processes on the human or animal body (in vivo) ) . 
Consequently, an expert opinion regarding the 
industrial applicability of the subject matter of 
those claims has not been established (PCT Article 

The PCT does not contain any clear criteria for 
determining whether the subjects of the present 
Claim.s 12 and 15 are industrially applicable. 
Patentability can also depend on the wording of the 
claims. The EPO, for instance, does not recognise 
the subject miatter of claimiS relatino tO' the 
medical use of a compound as industrially 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No 



Supplemental Box 

Ho be used when the space in an> ot the preceding bo\e<; is not sufficient) 

Coniinuaiion of — ^ 

acplicable; however, claims are allowea wr.icn 
relate zc a knowr. compcuna for first-tiir.e rrLeoica^ 
use and the use of mrs compound for preparing a 
arua for a new medical use. 



Form PCT IPEA 409 (Supplemental Box) {Januan 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Iniernaiionai applicaiion No 



\ . Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveltv, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Siatemeni 



No\e!u (N) Claims 



^ Es 



Inventive step (IS) Claims 



Claims NO 

^ ES 



Claims 1-4 , 9-15 NO 

Industrial applicabililN (lA) Claims ^-4, ^-x^, ^J, ^4 ^ES 

Claims NO 



Citations and explanations 



For the purpose of this International Preiirriinary 
Examination Report (IPER), the documents m the 
international search report of May 18, 1999 appear 
m the order in which they are listed and have been 
abbreviated to D1-D5 . 

Summary of the application. 

The applicants have used a known purification 
process (see page 8, lines 9-10 of the description) 
to obtain insulin-like growth factors from human 
hemof iltration and have sequenced the C-termini 
therefrom. The sequences of six IGFBPs have been 
compared and a consensus sequence derived therefrom 
(see Figure 1 and formula I in Claim 5) . The amino 
acid sequences of six different IGFBPs were already 
known (see D4 , page 4, lines 15-19). The applicants 
themselves describe that the peptide sequences have 
100% identity to the IGFBPs that are already known 
(see page 15 (human lGFBP-2 and IGF-II) and page 17 
(human IGFBP-4). The thus-obtained peptides should 
have cell-prolif erative and cell-protective 
properties. However, biological activity has been 
proved for only two C-terminal fragments - IGFBP-2- 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Iniernaiional applicauon No 



13 ;ExaT.ple 2, page 16, lines -8 ■ ana ^GrBr - 
.rLxarr^ple 4, oczzor:. cf page 16; . 

2. Novelty (PCT Article 33(2)) 

The subject rdazzer cf C 1 a i:t:s ^-4 anc cas r.cc 

been made accessiicle cc zhe public and can cnerefcre 
be considerea novel . 

3. Inventive step (PCT Article 33(3)) 

3.1. The subject matter of Claim 1 is not inventive {?CT 
Article 33(3)). The applicants have merely 
sequenced the C-termiinal ends of six IGFBFs tnat are 
already known (see, for example, D4, page 4, lines 
15-19) and have proved biological activity for two 
of these fragments (pages 16 and 18 of the 
description) . It is not obvious what advantage the 
claimed peptide fragments have over the IGFB 
proteins that are already known. 

3.2. The subject matter of Claims 2-4 and 9-15 also does 
not contribute towards the inventive solution to an 
unexpected technical problem. Those claims merely 
relate to obvious amendment s which fall within the 
scope of what a person skilled in the art routinely 
does on the basis of generally accessible knowledge 
(among other things Dl and D3-D5) and, especially m 
the case of Claims 3, 9, 11 and 12 , on the basis of 
the teaching of D4 (D4, page 6, lines 4-6) . 

4. Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 

Claims 1-4, 9-11, 13 and 14 meet the requirements of 
Form PCT IPEA 409 (Box V) (Januar> 1994) 



INTERNATIOrWPRELIMINARV EXAMINATION REPORT 



international application No 



Form PCX IPHA 409 (Box V) (Januan 1994) 



VERTRAG UBER^fe INTERNATIONALE ZUSAl!PrEMAp&6«:.AUF_DEM. ^ 

GEBIET DES PATENTWESENS [^^^ ^ AP.t ZCUL' | 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

982534WO Me/kk 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/08405 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
vorlauftgen Prutungsbencht (Formblatt PCT IPEA 41 6 1 



Internationales Anmeldedatum ( Tag 'Monat Jahr ] 
22/12/1998 



Pnorttatsdatum < Tag Monat Tag.i 
22/12/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassifikation und IRK 
C12N15/12 



Anmelder 

FORSSMANN WOLF-GEORG et al. 



1 Dieser Internationale vorlaufige Prutungsbencht wurde von der mit der Internationale vorlautigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird denn Annnelder gemaB Artikel 36 ubermitlelt. 

2, Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

K AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich unn Blatter mit Beschreibungen Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesenn Bericht zugrunde liegen. und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Benchtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT), 

Dtese Aniagen umtassen insgesamt 4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I K Grundlage des Berichts 

II ^ Priontat 

III ^ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erfindensche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV 2 Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35{2) hinsichtlich der Neuheit. der ertindensche Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit, Unteriagen und Erkiarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

VI Bestimmte angeluhrte Unteriagen 

VII ^ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Etnreichung des Antrags 



22/07/1999 



Name und Postanschrift der mtt der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauttragten Behorde 

JEuropaisches Patentamt 
D-80298 Wunchen 
Tei *49 89 2399 - 0 Tx 523656 epmu d 
Fax *49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigsteliung dieses Berichts 



lb. 03.00 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Herrnnann. K 

Tel Nr *49 89 2399 2670 
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I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bencht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzbiatter. die dem Anmeldeamt auf e,ne Aufforderung nach 
Artikei 14 hin vorgelegt wurden. gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungiich eingereicht und sind ihm 
nicht beigefugt, well sie keine Anderungen enthalten ): 

Beschreibung, Seiten: 

1-37 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-15 m it Te let ax vom 2 1 /03/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Untertagen fortgetallen: 

□ Beschreibung. Seiten: 

K Anspruche. Nr.: 16-29 

□ Zeichnungen. Blatt: 

3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auflassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprungiich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwatge zusatzliche Bemerkungen: 



II. Prioritat 

1 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden. da folgende 
angetorderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschritt der truheren Anmeldung. deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der truheren Annneldung. deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bencht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden. da sich der 

Pnoritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 
Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte Internationale Annneldedatum als das 
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nnaBgebliche Datunn. 
3. Etwaige zusatzliche Bennerkungen: 
siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht darauthin gepriift. ob die beanspruchte Ertindung als 

neu. aut erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht ottensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte intemationale Anmeldung. 

K Anspruche Nr. 6-8 (vollstandig): 2-4. 9-15 (teilweise): 12 und 15 (in bezug auf gewerbliche Anwendbarkeit). 



Begrundung: 

K Die gesamte intemationale Anmeldung. bzw. die obengenannten Anspruche Nr 12. 15 (in bezug aut 

gewerbliche Anwendbarkeit) beziehen sich aut den nachstehenden Gegenstand. fur den keine intemationale 
vorlaufige Priifung durchgefuhrt werden braucht (genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

K Die Beschreibung. die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. 6-8 (vollstandig); 2-4. 9-1 5 (teilweise) sind so unklar. daB kein 
sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte (genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

K Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 6-8 (vollstandig): 2-4, 9-15 (teilweise) s.nd so 
unzureichend durch die Beschreibung gestutzt, daB ke.n sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 



V. Begrundete Feststellung nach Artike! 35(2) hinsichtl 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklar 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Erlindensche Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja- Anspruche 

Nein: Anspruche 



ch der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
ungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1-4. 9-15 

1-4. 9-15 

14. 9-11. 13. 14 
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2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Dokumente 

Fur diesen internationalen vorlaufigen Prufungsbericht (IPER) werden die 
Dokumente des internationalen Recherchenbericht vom 18.05.99 in der dort 
angegebenen Reihenfolge mit D1-D5 abgekurzt. 

Zu PUNKT I (Grundlage des Bescheids) 

Die mit dem Telefax vom 21 .03.00 eingereichten, geanderten Anspruche 1-15 
erfuilen die Erfordernisse von Art. 34(2)(b) PCT. 

Zu PUNKT II (Prioritat) 

Dieser IPER wurde unter der Annahme eines gultigen Prioritatsdatums (22.12.97) 
erstellt, da das betreffende Prioritatsdokument der Prufungsbehorde noch nicht 
zur Verfugung steht. D2 (Kalus et al.) wurde zwischen dem Prioritatsdatum und 
dem Anmeldedatum der vorliegenden Anmeldung verdffentlicht und wird daher 
nicht als Stand der Technik im Sinne von Regel 64(1 )(b) PCT angesehen. Sollte 
sich jedoch herausstellen, daB das wirksame Datum nicht dem Prioritatsdatum 
entspricht, wird D2 fur die Beurteilung der Neuheit und erfinderischen Tatigkeit der 
vorliegender Anmeldung herangezogen werden (Art. 33(2) und (3) PCT). 

Zu PUNKT III (Keine Erstellung eines Gutachtens) 

1 Fur den Gegenstand der Ans pruche 7 und 8 kann keine Prufung durchgefuhrt 
werden. da die Beschreibung keinerlei technische Angaben uber Inhibitoren 
enthalt (Art. 5 und 6 PCT). Der gleiche Einwand gilt fur den Gegenstand von 
AnsDfuch 6 (Antikorper). 

2 Ansoruche 2-4 und 9-15 werden folglich nicht gepruft insofern sie sich auf 
Anspruch 6-8 beziehen. 

3 Anspruch 5 fehit im vorliegenden Anspruchssatz. Die Verweise auf Anspruch 5 
(siehe Ansoruche 10. 1 1 und 13 ) werden daher ignoriert und nicht gepruft (Art. 6 
PCT). 
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4 Die Anspruche 12 und 15 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach 

Auffassung dieser Behorde unter Regel 67.1(iv) PCT fallt (therapeutische oder 
diagnostische Verfahren am menschlichen oder tierischen Kdrper {in vivo)). Daher 
wird uber die gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche 
kein Gutachten erstellt (Art. 34(4)(a)(i) PCT). 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 
12 und 15 gewerblich anwendbar sind. gibt es unter den PCT-Vertragsstaaten 
keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung 
der Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet 
sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche 
zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung genchtet 
sind. 

Zu PUNKT V (Neuheit, erfinderische Tatigkelt, gewerbl. Anwendbarkeit) 

1 Zusammenfassung der Anmeldung 

Die Anmelder haben aus humanem Hamofiltrat durch ein bekanntes 
Reinigungsverfahren (siehe S. 8, Z. 9-10 der Beschreibung) Insulin-like Growth 
Faktoren erhalten und davon die C-Termini sequenziert. Die Sequenzen von 
sechs IGFBP wurden verglichen und daraus eine Consensus-Sequenz abgeleitet 
(siehe Abb. 1 und Formel in Anspruch 5). Die Aminosauresequenzen sechs 
verschiedener IGFBP war bereits bekannt (siehe D4, S. 4, Z. 15-19). Die 
Anmelder beschreiben selbst, daB die Peptidsequenzen 100%ige Identitat zu 
bereits bekannten IGFBP besitzen (siehe S. 15 (humanes IGFBP-2 bzw. IGF-II) 
und S. 17 (humanes IGFBP-4). Die so erhaltenen Peptide sollen zellproliferative 
und zellprotektive Eigenschaften aufweisen. Es wurde jedoch nur fur zwei C- 
terminale Fragmente - IGFBP-2-13 (Beispiel 2, S. 16, Z. 7-8) und IGFBP-4-1 1 
(Beispiel 4, S. 18. unten) - eine biologische Aktivitat nachgewiesen. 
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3 Neuheit (Art. 33(2) PCT) 

Der Gegenstand von Ansoruchen 1-4 und 9-15 ist der Offentiichkeit durch den zur 
Verfugung stehenden Stand derTechnik nicht zuganglich gemacht worden und 
kann daher als neu betrachtet werden. 

2 Erfinderische Tatlgkeit (Art. 33(3) PCT) 

2.1 Der Gegenstand von Ansoruch 1 ist nicht erfinderisch im Sinne von Art. 33(3) 
PCT. Die Anmelder haben lediglich die C-terminalen Enden sechs bereits 
bekannter (siehe z.B. D4, S. 4, Z. 15-19) IGFBP sequenziert und fur zwei dieser 
Fragmente eine biologische Aktivitat nachgewiesen (S. 16 und 18 der 
Beschreibung). Es ist nicht ersichtlich welchen Vorteil die beanspruchten 
Peptidfragmente gegenuber den bereits bekannten IGFB Proteinen aufweisen. 

2.2 Der Gegenstand von Ansoriichen 2-4 und 9-15 tragt ebenfalls nicht zur 
erfinderischen Losung eines unerwarteten technischen Problems bei. Besagte 
Anspruche betreffen lediglich offensichtliche Anderungen, die im Rahmen dessen 
iiegen, was ein Fachmann aufgrund des allgemein zuganglichen Wissens (unter 
anderem D1 und D3-D5) und, besonders im Falle der Anspruche 3, 9, 1 1 und 12. 
aufgrund der Lehre von D4 zu tun pflegt (D4, S. 6, Z. 4-6). 

3 Industrielle Verwertbarkeit (Art. 33(4) PCT) 

Anspruche 1 -4. 9-1 1 . 1 3 und 1 4 erfullen die Anforderungen von Art. 33(4) PCT. 
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Peptide dadurch gekennzeichnet, dass die Peptide ausgewahit 
werden aus 



IBP-1 

APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEPCRIELYRWES1J\KAQET 

SGEEISKFYLPNCNKNGFYHSRQCETSMDGEAGLCWCVYPWNGKRIPGSP 
EIRGDPNCQIYFNVQN 

IGFBP-2 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLY 

SLHIPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDP 

ECHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYS 
LHIPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPE 
CHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 

IGFBP-3 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLN 

VLSPRGVHIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTK 
GKEDVHCYSMQSK 

KVDYESQSTDTQN FSS ESKRETEYGPCRREM EDTLN H LKFLNVLSPR 

GVHIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDV 
HCYSMQSK 

HPLHSKIIIIKKGHAKDSQRY 
IGFBP-4 

DEAIHCPPCSEEKLARCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPR 
CGSGLRCYPPRGVEKPLHTLMHGQGVCMELAEIEAIQESLQPSDKDEGDHP 
NNSFSPCSAHDRRCLQKHFAKIRDRSTSGGKM 

KVNGAPREDARPVPQG5CQSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPIPNCDRNG 
NFHPKQCHPALDGQRGKCWCVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQUXDSFRE 



IGFBP-5 

LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMV 

PRAVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGD 
FQCHTFDSSNVE 

KFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPR 

AVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDF 
QCHTFDSSNVE 

HTRISELKAEAVKKDRRKKLTQS 
IGFBP-6 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGPCRRHLDSV 

LQQLQTEVYRGAQTLYVPNCDHRGFYRKRQCRSSQGQRRGPCWCVDRMG 
KSLPGSPDGNGSSSCPTGSSG 

sowie cyclische, glycosylierte, phosphorylierten, acetylierten, 
amidierten und/oder sulfatierten Derivate. 

Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaB Anspruch 1 durch 
Aufreinigung aus humanem Blutfiltrat Oder Uhn, durch Festphasen- 
peptidsynthese Oder durch Expression in rekombinanten Mlkroorga- 
nismen. 

Komplexe von Peptiden gemaB Anspruch 1 mit hIGF-I (humaner 
Insulin-like growth factor-I, MW 7649) Oder hIGF-II (humaner Insu- 
lin-like growth factor-II, MW 7491) sowie dessen biologisch aktive 
Fragmenten und/oder Derivaten, insbesondere amidierten, acety- 
lierten, sulfatierten, phosphorylierten und/oder glykosylierten Deriv- 
aten. 

Nucleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dass sie fur Peptide gemaB 
Anspruche 1 kodiert. 
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6. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dass er an ein Peptid gemaB 
Anspruch 1 bindet. 

7. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dass er die biologische Aktivitat 
von Peptiden gemaB Anspruch 1 hemmt. 

8. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dass er die Expression von Pep- 
tiden gemaB Anspruch 1 hemmt. 

9. Verwendung von Peptiden gemaB Anspruch 1, Komplexen gemaB 
Anspruch 32, Nucleinsauren gemaB Anspruch 4, zur Herstellung ei- 
nes Arzneimittels zur Behandlung der Unterexpression von Insulin- 
like Growth Factor Binding Proteinen. 

10. Verwendung von Antlsensenucleotiden gemaB Anspruch 5, Antikor- 
pern gemaB Anspruch 6, Inhibitoren gemaB Anspruch 7 und/oder 
Inhibitoren gemaB Anspruch 8 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung der Uberexpression Insulin-like Growth Factor Bind- 
ing Proteinen. 

11. Arzneimittel enthaltend Peptide gemaB Anspruch 1, Komplexe ge- 
maB Anspruch 3, Nucleinsauren gemaB Anspruch 4, Antlsen- 
senucleotiden gemaB Anspruch 5, Antikorpern gemaB Anspruch 20, 
Inhibitoren gemaB Anspruch 7 und/oder Inhibitoren gemaB An- 
spruch 8 in einer pharmazeutisch ubiichen Darreichungsform zur o- 
ralen, intravenosen, intramuskularen, intracutanen, intrathekalen 
Anwendung oder als Aerosol zur transpulmonalen Applikation. 

12. Verwendung eines Arzneimittels gemaB Anspruch 11 zur Behandlung 
von Muskelschwund, Osteroporose, Diabetes, amyloidaler lateraler 
Sklerose, peripheren und zentralen Neuropathien, entzundlichen 
Prozessen, gestorten Entzundungsreaktionen, Tumorerkrankungen, 
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entzundlichen und neoplastischen Erkrankungen, Wachstums- 
storung, Erkrankung der Muskulatur, Erkrankung des Kno- 
chenapparates und/oder zur Wund- und Knochenheilung. 

13. Verwendung der Nucleinsaure gemaB Anspruch 4 und/oder der Anti- 
sensenucleotide gemaB Anspruch 5 zur Herstellung eines Medika- 
mentes zur Behandlung somatischer oder nicht-somatischer Ge- 
nerkrankungen. 

14. Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemaB Anspruch 1, Komplexe 
gemaB Anspruch 3, Nudeinsauren gemaB Anspruch 4, Antisensenu- 
cleotide gemaB Anspruch 5, Antikorpern gemaB Anspruch 6, In- 
hibitoren gemaB Anspruch 7 und/oder Inhibitoren gemaB Anspruch 8 
sowie weitere Hilfsmittel. 

15. Verwendung der Diagnostikmittel gemaB Anspruch 14 zur Diagnose 
von Funktionsstorungen des Knochens, der Muskein, des Nerven- 
systems, der Lymphorgane, des Magen-Darm-Traktes, des Immun- 
systems, von Diabetes, infiammatorischen und neoplastischen Pro- 
zessen sowie als Marker bei Krebs. 
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(54) Title: INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN ERAGMENTS AND THE UTILIZATION THEREOF 
(54) Bezeiehnung: INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN FRAGMENTE UND IHRE VERWENDUNG 
(57) Abstract 

The invention relates to peptides which are characterized in that the amino acid sequence parts thereof correspond to the amino 
acid sequence of insulin like growth factor binding protein, llie invention also relates to cyclic, glycosylated, phosphorylated, acetylated, 
amidated and/or sulfatized derivatives. 

(57) Zusammenfassung 

Peptide dadurch gekennzeichnet. daB ihre Aminosauresequenz Teilen der Aminosauresequenz von Insulin-like growth factor binding 
protein entspricht sowie cyclische, glycosylierte. phosphorylieiien, acetylierten. amidierten und/oder sulfaiierten Derivate. 
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Insulin-like GroAVth Factor Binding Protein Fragmente und ihrc \ erwenduni! 

Geeenstand der vorliegenden Erfmdung smd Peptide mil zellproliferativen und zellprotekuven 
Emenschaften. Komplexe der Peptide mit humanem Insulin-like growth factor 1 und II (IGF) 
sowie die damit in Verbindung siehenden Nuclemsauren, Antisensenucleotidc, Antikorper und 
Iniiibitoren. 

Insulm-like Growth Factor Binding Proteme smd unter anderem von Shimasaki, S. und Ling. N. 
m Prog. Growth Factor Res. 3 (1991) 243-266 und Zapf, J. in Eur. J. Endocnnol. 132 (1995) 
645-654 beschrieben worden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfmdung simd Peptide, deren Aminosauresequenz Teilen der 
Aminosauresequenz von Insulin-like Growth Factor Binding Proteinen entspricht sowie cy- 
clische, glycosylierte, phosphorylierte, acetylierte, amidierte und/oder sulfatierte Derivate davon. 
Diese erfindungsgemaBen Peptide werden als IGFBP oder IBP bezeichnet. 

Bevorzugte Peptide sind solche, die natiirlicherweise vorkommen imd beispielsweise aus Hamo- 
filtrat isoliert werden konnen. Vomigsweise weisen die Peptide eine Lange von 61 bis 115 
Ammosauren auf Besonders bevorzugt sind Peptide, die Sequenzen aufweisen, die N- oder C- 
terminalen Sequenzen von Insulin-like Growth Factor Binding Proteinen entsprechen. 

Bevorzugte Peptide sind Peptide mit der Aminosauresequenz der Formal 



R,-C^X,-PNC-X,-QC-X3-CWCV-X,-C-R. 



wonn 



R) NH., eme Aminosaure oder ein Peptid mit emer .Aminosauresequenz umfassend bis zu 41 
Aminosauren, X, ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 24 bis 31 .Ammosauren, 
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X2 ein Peplid mil einer Ammosauresequeiiz unifassend 9 Aminosauren, X3 ein Peplid mit einer 
Aniinosauresequenz unifassend 10 Aminosauren, ein Peplid mil einer Aminosauresequenz 
umfassend 18 bis 24 Aminosauren, R2 COOH, CONIi2 oder ein Peplid mit bis zu 12 Amino- 
sauren darslellt und cyclische, glycosylierle, phosphorylierle, acetylierte, amidierle, sulfatierte 
Denvate sowie Fragmente mit der physiologischen Fahigkeit des IGFBP. 

Das Peplid weist zellproliferalive und zellprolektive Eigenschaften auf 

Die erfindungsgemaBen Peptide konnen Disulfidbrucken aufweisen, so da(3 sie der aligemeinen 
Formel 



entsprechen. 

In emer bevorzugten Ausflilirungsfomi weisen die Peptide an einer oder mehrerer der folgenden 
Positionen der Aminosauresequenz ein Glycin auf an Position 4, X3 an Position 9, X^ an 
Position 4 oder 5 und/oder X4 an Position 9 oder 10. 

Es ist weiter bevorzugt, dai3 X, an der Position 8 L oder V ist xmd/oder Xj an der Position 1 1 L 
oder I ist und/oder X2 an der Position 1 D oder N ist und/oder X2 an der Position 9 K oder R ist 
und/oder X3 an der Position 3 S oder A ist und/oder an der Position 8 R oder A ist. 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhningsform wird Rj ausgewahlt aus 



APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEP (SEQ ID NO : 1), 
GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP (SEQ ID NO : 2) , 
GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP (SEQ ID NO : 3), 
GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGP (SEQ ID NO: 4) , 
KVNGAPREDARPVPQGS (SEQ ID NO: 5), 

LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGP (SEQ ID NO: 6) , 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGP (SEQ ID NO : 7) und/oder 
Xi ausgewahlt aus 

RIELYRWESLAKAQETSGEEISKFYL (SEQ ID NO: 8) , 



R,-C-X,-PNC-X,-QC-X3-CWCV-X,-C-R, 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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QQELDQVLERISTMRLFDHRGPLEHLYSLHI \SEQ ID NO: 9] , 
RRSMEDTLKHLKFLKFVLSFRGYHI (SEQ ID NO: 10; , 
QSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPI (SEQ ID NO: 11;, 
RRHMEASLQELI-CASPRT-rvFRAVYL (SEQ ID NO : 12 ), 
RRKLDSVLQQLQTEVYRGAQTLy\^ (SEQ ID NO: 13) und'bder 



X. ausgewahlt aus 



NrC^'GFYHSR 


;SEQ 


I D 


NO 


1 


4) . 


DrCHGLYNLK 


(SEQ 




NO 


1 


5) . 


DKKGFYKKK 


(SEQ 


ID 


NO 


1 


6) , 


DRNGNFHPK 


(SEQ 


ID 


NO 


1 


7) . 


DRKGFYKRK 


(SEQ 


D 


NO 


1 


8) , 


DHRGFYRKR 


(SEQ 




NO 


1 


o \ 



X^, ausgewahlt aus 



ETSMDGEAGL (SEQ 

KKSLNGQRGE (SEQ 

RPSKGRKRGF (SEQ 

HPALDGQRGK (SEQ 

KPSRGRKRGI (SEQ 

RSSQGQRRGP (SEQ 



ID 


NO 


20) , 


ID 


NO 


21) , 


ID 


NO 


22) , 


ID 


NO 


23 ) , 


ID 


NO 


24) , 


ID 


NO 


25) und/oder 



X4 ausgewahlt aus 



YPWNGKRIPGSPEIRGDPN 
NPNTGKLIQGAPTIRGDPE 
DKYGQPLPGYTTKGKEDVH 
DRKTGVKLPGGLEPKGELD 
DKYGMKLPGMEYVDGDFQ ( 
DRMGKS LPGS PDGNGS S S ( 



(SEQ ID NO: 26) , 
(SEQ ID NO: 27) , 
(SEQ ID NO: 28) , 
(SEQ ID NO: 29) , 
SEQ ID NO: 30) , 
SEQ ID NO: 31) und/oder 



ausgewahlt aus 



QIYFNVQN (SEQ ID NO : 32) , 
HLFYNEQQEARGVHTQRMQ (SEQ ID NO : 33) , 
HLFYNEQQE (SEQ ID NO : 34) , 
YSMQSK (SEQ ID NO: 35) , 
HQLADSFRE (SEQ ID NO : 36) , 
HTFDSSNVE (SEQ ID NO: 37), 
PTGSSG (SEQ ID NO: 36) . 

Bevorzugle Peptide weisen folgende Sequenzen auf 
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lGFBP-1 

APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEPCRIELYRWESLAKAQETSGEEISKFYLP 

NCNKNGFYHSRQCETSMDGEAGLCWCVYPWNGKRIPGSPEIRGDPNCQIYFKTVQN (SEQ ID 
NO : 3 9) 

IGFBP-2 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHIPNCDKHG 

LYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 
(SEQ ID NO: 40) 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHIPNCDKHG 

LYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECHLFYNEQQEARGVHTQRMQ 
(SEQ ID NO: 45) 

IGFBP-3 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNVLSPRGVHIPNC 

DKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCYSMQSK (SEQ ID NO • 
41) 

. -^^^w'-' j--^-^ vi.'Ji' ^oijioAJvtaiL i^oi-i^iXjxiiivmDiijlNiiiijKt-ijNVijSPRGVHI PNC 

DKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCYSMQSK (SEQ ID NO • 
46) 

HPLHSKIIIIKKGHAKDSQRY (SEQ ID NO: 47) 
IGFBP-4 

DEAIHCPPCSEEKLARCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPRCGSGLRCYPPR 
GVEKPLHTLMHGQGVCMELAEIEAIQESLOPSDKDEGDHPNNSFSPrsAFD^T?CLnKFT^?^^TD 
DRSTSGGKM (SEQ ID NO: 48) 

KVNGAPREDARPVPQGSCQSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPIPNCDRNGNFHPKQCHPAL 
DGQRGKCWCVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQLADSFRE (SEQ ID NO: 42) 

IGFBP-5 

LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPRAVYLPNCDRK 

GFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQCHTFDSSNVE (SEO ID NO- 
43) 

KFVGGAENTAHPRI I SAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPRAVYLPNCDRK 

GFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQCHTFDSSNVE (SEQ ID NO- 
49) 

HTRISELKAEAVKKDRRKKLTQS (SEQ ID NO: 50) 
IGFBP-6 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGPCRRHLDSVLQQLQTEVYRGAQT 

LYVPNCDHRGFYRKRQCRSSQGQRRGPCWCVDRMGKSLPGSPDGNGSSSCPTGSSG (SEQ 
ID NO: 44) 
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Die crfindungsgemaBen Peptide lassen sich durch Aufreimgung aus humanem Blutfiltrat oder 
Urin, durch Festphasenpeplidsynlhese oder durch Expression in rekombinanten Mikro- 
organisnien erhallen. 

Gegensiand der Erfmdung sind weiterhin die Komplexe dcr crfindungsgemaBen Peptide mit hu- 
manem Insuhn-hke growth factor-1 und/oder humanem Insuhn-like growlh lactor-II sowic 
dessen physiologisch akliven Fragmcnten und/oder Derivalen, msbesondere amidierte, acety- 
licrte, sulfatierte, phosphorviieile undy'oder glykosylicrte Derivalc. 

Gegensiand der Erfmdung sind daruber hmaus Nuclemsauren, die fur die erfmdungsgemaBen 
Peptide kodieren, Antisensenucleotidc, die unter stringenten Bedingungcn an emc Nucleinsaure 
bmden, die fiir das erfmdungsgemafSe Peptid kodiert, Antikorper, die an die erfindungsgemalien 
Peptide binden, Inhibitoren, die die biologische Aktivitat der Insulin-like Growth Factor Binding 
Proteine hemmen, Inhibitoren, die die Expression von Insulin-like Growth Factor Binding Pro- 
teinen heminen. 

Die erfindungsgemaBen Peptide, Komplexe, Nuclemsaiu*en, Antisensenucleotide, Antikorper 
und Inhibitoren eignen sich insbesondere zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
der liber- oder Unterexpression von Insuhn-like Growth Factor Binding Proteine, zur Be- 
handlung von Muskelschwund, Osteoporose, Diabetes, amyloidaler lateraler Sklerose, periphe- 
ren und zentralen Neuropathien, entzlindlichen Prozessen, gestorten Entziindungsreaktionen, 
Tumorerkrankungen, entzlindlichen und neoplastischen Erkrankungen, Wachstumsstorung, Er- 
krankung der Muskulatur, Erkrankung des Knochenapparates und/oder zur Wund- und Kno- 
chenheilung. 

hisbesondere Komplexe von IGFBP mit IGF-I oder IGF-Il eignen sich zur Behandlung von 
Knochenerkrankungen. 

Die erfindungsgemaBen Peptide und die Komplexe dcr Peptide mit Insulin-like growth factor 
weisen eine zellproliferative .Aktivitat auf 
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Die eiilndungsgemaBen Peptide reguliercn die Freisetzung des IGF-1 und IGF-11 aus den Kom- 
plexeii an ihrem Wirkorl. Die Coadministration der erfmdungsgemai^en Peptide mil IGF-1 oder 
IGF-11 verlangeit die biologische Halbwertzeit und damit die Verfugbarkeit der letztgenannten. 
Die durch Injektion von freiem IGF-I oder IGF-II induzierte Hypoglykamie wird durch die 
Coadministration der erfindungsgemiiBen Peptide verhindert. 

Die erfindungsgemalien Peptide haben desweiteren eine wachstumsfordemde Wirkung aui~ 
Knochenzellen und fuhren zu emer Verstarkung oder Modulation der Wirkung von Wachstums- 
hormoiien. 

In einer bevorzuglcn Ausfulmingslorm sind die erfmdungsgemaBcn Peptide, Komplexe, 
Nucleinsauren, Antisenscnucleotide, Antikorper und Inhibitoren in einer pharmazeutisch ubli- 
chen Darreichungsform in emem Arzneimittel enthalten. Sie eignen sich zur oralen, intraven- 
osen, intramuskularen, intracutanen, intrathekalen Anwendung oder als Aerosol zur transpulmo- 
nalen Applikation. Die Menge an zu verabreichenden Peptid betragt 1 yig bis 1 g pro Dar- 
reichungseinheit pro Tag. 

Die erfmdungsgemaBen Nucleinsauren und/oder Antisensenucleotide eignen sich auch zur Her- 
stellune eines Medikamente<; zur BoHanHl 

w — ^v>^*ii**vi»jvyAivA ^-f\j.v»'j. xJUV./lll-OVJlliaLlijL'll 

kungen. 



1 



Das erfmdungsgemaBe Diagnostikmittel enthalt die erfindungsgemafien Peptide, Komplexe, 
Nucleinsauren, Antisensenucleotide, Antikorpem und/oder Inhibitoren. 

Bevorzugterweise enthalt das Diagnostikmittel poly- oder monoklonale Antikorper gegen das 
erfmdungsgemaBe Peptid, wobei die Antikorper fluoreszenz- oder radioaktiv-markiert sem 
konnen, urn in den bekannten ELISA oder RIA eingesetzt werden zu konnen. Jedoch kann das 
Diagnostikmittel auch Nucleinsauren enthalten, die in modifizierter oder markierter Form in 
dem Fachmann bekannten Tests wie PGR oder Finger-Printing zum Einsatz kommen. 

Die erfmdungsgemaBen Diagnostikmittel eignen sich insbesondere zur Diagnose von Funktions- 
storungen des Knochens, der Muskeln, des Nervensystems, der Lymphorgane, des Magen- 
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Danii-Traktes, des Inimunsyslems, von Diabetes, mflammalorischen und neoplastischen Prozes- 
sen sow'ie als Marker bci Krebs. 

Insbesondere das gleichzeilige Auftreien mehrerer Fragmente von BP-4 oder BP-5 im Plasma, 
insbesondere dcr N- und C-lermmalen Domanen eigne! sich als Marker fiir Erkfankungen des 
Knochenstoff\\'echsels. Die enlsprechenden Peptide konnen entweder massenspektroskopisch 
nachgewiesen oder. bevor/ugt durch Immunreaktion mil enlsprechenden Antikorj^er. 

Figur 1 zeigt ein Alignment der Konscnsussequenzen \'on C-temiinalen Fragnientcn der Insuhn- 
like Growth Factor Proleme. 

Figur 2 zeigt die schematische Struktur der Insulm-like Growth Factor Proteine mit den cx siem- 
reichen N- und C-teminialen Domanen. 

Figur 3 zeigt die schematische Struktur der Insulm-like Grovvih Factor Proteine sowie die Se- 
quenz dcr aus Hamofiltrat isoherten biologisch aktiven Fragmente. 

Figur 4 zeigt die Isolierung des osteoanabolen Faktors IGFBP-4-1 1 aus humanem Hamofiltrat 
(siehc Beispiel 3). 

Figur 5 zeigt die Sequenz- und Schwefelbriickenanalyse des osteoanabolen Faktors IGFBP-4- 
1 L Die Cysteine 153-183, 194-205 und 207-228 sind verbnickt. 

Figur 6 zeigt die biologische Wirkung des osteoanabolen Faktors IGFBP-4-1L Nach emer 
Inkubation von serumfrei gehaltenen primaren Rattenosteoblasten fur (A) 24 Stunden, (B) 48 
Stunden und (C) 72 Stunden mit IGFBP-4-1 1 zeigt sich die proliferationsfordemde Wirkung des 
IGFBP-4-11. In dosisabhangiger Weise wird ein .\nstieg der DNA-Syntheserate gefunden, 
gemessen als Einbau von Bromodesoxyuridin (BrdU). 

Figur 7 zeigt die spezifische Bindung an Osteoblasten und den moglichen Rezeptor fur den 
osteoanabolen Faktor IGFBP-4-11 (als IGFBP-4^''* ''^ bezeichnet). A: Radioaktiv markiertes 
lGFBP-4-1 1 zeigt erne durch steigende Mengen an nicht-markiertem lGFBP-4-1 1 verdrangbare 
spezifische Bindung an pnmare Osteoblastenzellen. B: Radioaktiv markiertes IGFBP-4-1 1 
konntc, nachdem cs an Ostco-blasten gebunden hat. chemisch mit semem putaiiven Rezepior- 
molekul vemetzt vverden und anschlieBend durch Gelelektrophorese und nachfolgende Autora- 
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diographic nachgewiesen wcrdcn. Der Ligand-Rezeptor-Komplex hat ein MolckulargeAvicln von 
elwa 120 kDa. Die Bildung des Komplexes wird begunstigt durch Saponin, einen Membranpo- 
renbildner. Die Koniplcxbildung wird verhindert durch Zusatz eines Uberschusses an nicht- 
markiertem IGFBP-4-1 1 zum Inkubationsansatz. 

Die Aufreinigung des erfindungsgemaficn Peptids bz\v. seine Komplexes wird durch die nach- 
folgenden Beispiele erliiutert: 

Beispiel 1 

Aufreinigung und peptidchemische Analyse des lGFBP-2-1 3 

Die erfuidungsgemaBen Peptide sind durch em Reinigungsverfahren ausgehend vom humanem 
Hamofiltrat erhaltlich. Dieses patentierte Verfahren (Forssmann, W.-G. (1988), Offenlegungs- 
schrift DE 36 33 707 Al), welches fur die Gewinnung von EiweiBstoffen aus Hamofiltrat enl- 
wickelt wurde, wurde in modifizierter Form auch zur Aufreinigung des Peptidkomplexes emge- 
setzt. 

Hdmofiltrat-Batch-Extraktion 

Hamofiltrat fallt bei der Ultrafilfration des Blutes von Nierenkranken in groBen Mengen an. 800 
bis 1.000 1 Hamofiltrat werden mit HCl auf einen pH-Wert von 2,7 eingestellt und mit Wasser 
auf eine Leitfahigkeit von 5,5 mS/cm verdiinnt und mit einer FluBrate von 3 1/min auf einen 
starken Kationenaustauscher aufgetragen. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: Vantage VA 250 (Amicon, Witten) 

Saulenmaterial: Fractogel TSK SP 650 (M), 25 cm x 20 cm 
FluP: 3 lymin 

Detektion: 280 nm, pH, Leitfahigkeit 

Puffer A: Hamofiltrat pH 2,7, Leitfahigkeit 5,5 mS/cm 

Puffer B : 0,5 M Ammoniumacetat 

Anlage: Autopilot Chromatographiesystem, 

(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 

Nach Auftragung der insgesamt 1.000 1 Fliissigkeit uber Nacht wird mit mehi-ercn Saulenvolu- 
mina 5 mM HCl gespult. Die Elution der gebundencn Peptide erfolgl als Batch-Elution mit 0,5 
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M .Ajnmoiiiumacetal. Hierbei uird cine komplette Eluiion der Peptide uber steigenden pH-Weri 
(0,S bis 7,2) und steigei^de Leitfahigkeit (56 inS cm) in etwa 5 1 Eluat erreichi. 

Erste praparati\'e Auftrerinurm 

Die Ajnmoniumacetat-Eluate der Batch-Exiraklion werden in Mengen von 5.000 bis 10.00() 1 
Hamofiltrat-Peptid vereinigt. Nach pH-Einstellung auf 2 J wird das Peptidextraki unier Zumi- 
schung von \T-\Vasser mil ciner Leitfahigkeit von 5,5 mS/cm auf den praparativen Kalionen- 
auslauscher aufgetragen. 

Chromato^rapliiehedingungen: 

Saule: Vantage 250 VA 

Sauleiuiiatenah Fraclocel TSK SP 650 (M), 25 cm x 20 cm 

FluP: bis zu 3 1/min wahrend des Auftrages, 

0,5 bis 1 1 wahrend der Elution 
Detektion: 280 nm, pH, Leitfalugkeil 

Probe: Hamofiltrat pH 2,7, Leitfahigkeit 5,5 mS/cm 

Anlage: Autopilot Chromatographiesystem, 

(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 

Nach Auftrag des Rohextraktes liber 240 mm wird die Saule mit 0,01 M HCl gespult, bis die 
Leitfahigkeit unter 1 mS/cm ist. Die Elution erfolgt dabei in mehreren Stufen mit den im folgen- 
den angegebenen Puffem 



Puffer 


pH-Wert 


Puffersubstanzen 


Leitfahigkeit 






(mS/cm) 


Waschpuffer 


2,0 


0,01 M HCl 


1 


Elutionspuffer 1 : 


3,6 


0,1 M Zitronensaure- 1 -hydrat 


2,9 


Elutionspuffer 2: 


4,5 


0,1 M Essigsaure + 0,1 M Na- 
triumacetat 


4,0 


Elutionspuffer 3: 


5,0 


0,1 M Apfelsaure 


6,2 


Elutionspuffer 4; 


5,6 


0,1 M Bemsteinsaure 


6,1 


Elutionspuffer 5: 


6,6 


0,1 MNaH,PO, 


4.9 


Elutionspuffer 6: 


7.4 


0,1 M NaH.PO, 


6,7 


Elutionspuffer 7: 


9,0 


0.1 M Ammoniumcarbonat 


6.7 



Die Elualc 1-7 werden als pH-Pool 1-V'Il bezcichnet. Sic werden separat gesammeh und ab- 
schlie(3end mit VE-Wasser gespiiU. Die Eluiion erfolgt bis zum Errcichen einer ncuen Basisli- 
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nie, wobci fur die eiiizelnen pH-Pools I bis VII Elutionsvolumina von 10 bis 25 1 erreicht wer- 
den. 

Zweite praparative Auftremiung: 

Die einzelnen pH-Pools vverden zur Fraktionierung und gleichzeiligen Enlsalzung uber eine 
Reverse Phase Chroniatographie getrennl 

Chrom ato graph i ebedi n gu n gen : 

Saule: FineLine 100 (Phannacia, Freiburg) 

Saulenmatenal: Source RPC, 15 ).im 10 x 12,5 cm (FineLine 100) 

FluC: 1 50 niL/min (FineLnie 100) 

Detektion: 280 nm, Leitfahigkeit, pH 

Puffer A: lOmMHCl 

Puffer B: 80% Acetonitril m 10 ruM HCl 

Gradient: 0 bis 60% Puffer B in 5 Saulenvolumen 

Nach Auftrag der pH-Pools wird die Saule mit Puffer A gespiilt. Wahrend der Elution werden 
Fraktionen zu 200 ml gesamumelt. Aliquots der Fraktionen werden im Bioassay getestet. Die 
Fraktionen werden gefriergetrocknet und bei -20EC gelagert. 

Semipraparative Reverse-Phase CI 8-Chromatographie: 

Die im Assay bioaktiven Fraktionen 1 1 und 12 aus pH-Pool V wurden iiber eine semipraparati- 
ve Reverse-Phase Saule aufgetrennt. Die Fraktionen 21 bis 25 enthielten die erfindungsgemaBe 
Substanz. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: 4,7 cm x 30 cm Stahlsaule 

Fiillmaterial: Vydac RP-C18 15-20 ^m, 300 A 

Puffer A: 0,1% TEA 

Puffer B: 0,1 % TEA, 80% Acetonitril 

G^^dient: 5 bis 50% B in 45 min, 50 bis 1 00% B in 10 mm 

FluB: 42 ml/min 

Detektion : 2 1 4 nm und 280 nm 

Chromatographieanlage: BioCad 

Fraktionen: a 1 ,5 min ab Start des Gradienten 



Semipraparative Reverse-Phase CI 8-Chromatograp hie: 
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Die bioakli\'cn Frakiionen 21 bis 25 aus dcr \'orhergehendcn Cluomatographie wurden iiber die 
gleiche semipraparatu'e Reverse Phase Siiule aufgelreiint. Als Laufmitlel wurde jedoch Metha- 
nol verwendet. Die Fraktion 24 enlhielt die erfindungsgemaBe Substaiiz. 

Chromatouraphiehedini!ungen: 



Saule: 

FiiUmatenal: 
Puffer A: 
Puffer B: 
Gradient: 

FluB: 

Detekiion: 

Chromatographicanlage: 
Frakiionen: 



4.7 cm X 30 cm Slahlsiiule 

Vydac RP-C18 15-20 ^m, 300 A 

0.1% TFA, 20% Methanol 

0,1% TFA, 100% Methanol 

0 bis 20% B in 6,5 mm, 20 bis 80% B in 55 min, 

80 bis 100% B in 13 min 

30 mL'min 

2 1 4 nm und 280 nm 

BioCad 

a 1,5 min ab Start des Gradienten 
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KaiioncnaustauschchromatOi;raphie: 

Die bioaktiven Fraktionen 19 und 20 aus der vorhergehenden Chroniatographie vvoirden uber 
eine Kalionenaustauscher-Saule aufgetrennt. Die Frakdonen 45 bis 47 enlhielten die er- 
findungsgemaBe Substanz. 

Chromato^raphiehedingungen: 

Siiule: 1 cm x 5 cm Stalilsaulc 

Fullmaterial: Pepkat, Biotek 5 (am, 300 A 

Puffer A: 20 mM Natriumphosphat, pH 3,0 

Puffer B: 20 mM Natriumphosphat, pH 3,0, 1,5 M NaCl 

Gradient: 0 bis 50% B in 50 min, 50 bis 1 00% B in 1 0 min 

Flufi: 3 ml/min 

Detektion: 280 nm 

Chi-omatographieanlage: BioCad Sprint 

Fraktionen: a 1 ,5 min ab Start des Gradienten 

Analvtische Reverse-Phase Chromatoeraphie: 

Die bioaktiven Fraktionen 45 bis 47 aus der vorhergehenden Chromatographie warden sukzes- 
sive in mehreren identischen Laufen uber eine Reverse Phase - Saule aufgetrennt. Die Fraktion 

56 enthipit PrfinHnnacaem^inf* ^iiKctqirr 
. — — 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: 1 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fulknaterial: Vydac RP-Cl 8 5 |am, 300 A 

Puffer A: 0,1%, TFA 

Puffer B : 0,1 Vo TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 5 bis 50% B in 45 min, 50 bis 100% B in 1 0 min 

FluB: 2 ml/min 

Detektion: 220 nm 

Chromatographieanlage: Kontron 

Fraktionen: a 1 min ab Start des Gradienten 
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Zv. cue AiialMischc Rc\-crse-Phase CI S-C1iron^atOL!raplTie: 

Die bioakii\ e Fraknon 5b aus deni \orhergehcnden I rennschntt \\ urde auf emer aiialMischeii 
Reverse-Phase Siiule w eiter aufgereinigt. 

Chromaloizraphiehedineungen: 



Dritte Analvlische Reverse-Phase C3-ChromatOL.Taphie: 

Em Teil der bioaktiven Fraktion 45 aus dem vorhergehenden lYermschritt wurde direkt der 
Massen- und Sequenzanalyse unterzogen. Ein anderer Teil wurde reduziert und alkylien (wie 
unter Beispiel 2 beschrieben) und daiin auf einer analytischen Reverse-Phase Saule weiler aufge- 
reinigt. 

ChroTnatographiebedingungen: 

Saule: 0,1 cm x 15 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: Zorbax RP-C3, 5 \im, 300 A Analytik verv^'andt wird, deutlich. 
Massenbestimmungen 

Alle Massenbestimmungen der unmodifizierten und modifizierten Peptide wurden auf emem 
MALDI-TOF Massenspektrometer durchgefuhrt. Die Molcklilmasscn der Peptide wurden als 



Saule: 

FuUmaleriah 



Detektion: 

Chroniaiographieanlage: 



Puffer A: 
Puffer B: 
Gradient: 
Fluf3: 



0,46 cm X 25 cm Slahlsiiule 
YMCRP-CIS, 5 urn, 300 A 
0,1% TEA 

0,1% TEA, 80% Accionitnl 

15 bis 50^0 B m 75 mm, 75 bis 100% B in 10 min 
0,7 ml/min 
214 nm 
Kontron 



IGF-IL 7471 Da; 



IGFBP-2, 12 681 Da; 



IGFBP-2, 12 865 Da 



bestimmt. 



Bestimmunu von Cx'SteinciVModinzierunu \ on Peptiden 
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Cysteine lassen sich nach vorheriger chemischer Denvatisiening, zum Beispiel nacli Reduktion 
mil p-Mcrcaplocthanol und Carboxamidomcthylierung mit lodacelamid, in der Peptid- 
Sequenzierung nachweisen. Nach der Derivatisierung schlieBt sich eine Entsalzung vorzugswei- 
se ubcr cine anal>nische Reverse-Phase Chromatographic mit einer Vydac RP-C18 Saule (4,6 
mm X 25 cm) an. Ein Teil der so modifizierten Peptide werden der Sequcnzanalysc zugefuhrt, 
mit deni anderen Teil ergeben die Massenbestimmungen ein entsprechcndes Molekulargewicht. 
Aus der Massendiffereiiz zum nativen Peptid wird geschlossen, dap die Peptide aus Hamofillrat 
sechs Cysteine enthaUen, welche zudem mit drei Disulfidbriicken untereinander verbundcn sind. 

ScqucnzA-iestimmung 



Sowoh! die aufgereinigten nativen als auch die carboxamidomethyheiten Peptide werden mittel 
Edman-Abbau auf einem ABI 473 A Sequenzer unter Verwendung dcs Standard-P 
analysiert. 



s 

ro*Tamms 



Die Proben werden auf eine Polybrene-Membran in Mengen zwischen 100 urid 400 pmol auf- 
getragen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Massenbestimmungen ergaben sich 
folgende N-terminale Sequenzen: 

IGFBP-2-13, MW 12681 

(reduziertes und mit Jodacetamid modifiziertes Molekul, MW 13045) 
Aminosauren 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQV... 
IGFBP-2-13, MW 12865 

(reduziertes und mit Jodacetamid modifiziertes Molekiil, MW 13223) 
Aminosauren 

GKGGKHHLGLEEPKBCLRPPPARTPCQQELDQV. . . 

IGF-II, MW 7471 

Aminosauren 

AYRPSETLCGGEL.... 
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Der C-Temiinus wurdc durch den Vergleich der gemcssencn Molekulamiasse mit der aus der 
Sequent bercclmeten Masse bestimint. Die tn^ereinsiimmung dieser Massen liegi m der Mefige- 
nauigkeil des MALDJ-TOF-Massenspektrometers von OA'i'o der Gesamlmasse. 

Datenhaiikx'ereleich 

Em Datenbank\erglcich wurde mit Hilfe des IIUSAR-Programmpakets an den SwissProi und 
EMBL-Nucleinsaurc Datenbanken durchgefuhn. Die Peptidsequenzen bcsitzt emc hundcn- 
prozentige Identitat zu den aus der cDNA abgeleileten Aminosauren des humanen IGFBP-2 
bzw. zur Aminosauresequenz von IGF-II. 

IGFBP-2 w urde bisher als ein 34 kD groBes Bindungsprotein beschneben. dessen vollstandige 
Sequenzanaiyse durch Analyse der zugehongen cDNA (Binkcrt, C. el al, EMBO Journal Vol. 8 
(1989), Seiten 2497 bis 2502) erfolgte. IGF-II und auch IGF-L welches ebenfalls an IGFBP-2 
bindet, wurden dagegen in ihrer Struktur auf Protein- und DNA-Sequenzebene schon umfang- 
reich beschneben (als Review: Rechler, M.M., & Nissley, S.P. (1990) Insulin-like grow^th fac- 
tors In: Peptide growth factors and their receptors (Spori, M.B., Roberts, A.B, eds.), Seiten 263 
bis 367, Springer-Verlag, Berlin). 

Beispiel 2 

Bestimmung der biologischen Aktivitat des IGF/IGFBP-2-13 

Die Isolierung des IGF/IGFBP-2-13 erfolgte anhand seiner biologischen Aktivitat in einem 
Uberlebensassay der PC-12 (Theochromocytom-Zellen)-Zellinie. Dazu wurden jeweils Aliquots 
der unter Beispiel 1 beschriebenen einzelnen Chromatographiestufen gefriergetrocknet und 
anschlieBend dem biologischen Assay zugefiihrt. Die Fraktionen, die jeweils ein positives Signal 
ergaben, wurden der weiteren Aufreimgung unterzogen. 

Der Assay mipt das Uberleben der Zellen, nachdem sie serumfrei gehalten wurden, indem 24 
Stunden nach Serumenlzug die Aktivitat mitochondnaler Enzyme bestimnit wqrd. Als Positiv- 
Kontrolle wird in diescm Assay Nen'enwachstumsfaktor (NGF) oder foiales Kalberserum (FCS) 
eingesetzt. 
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In 96 Loch-Platlen werden 10.000 PC- 12 Zellen pro Loch m serumfreien Medium ausgesiit. Es 
erfolgl die Zugabe von Aliquots (ca. 100 ml Aquivalent des Ausgangsmaterials) m die wells. 20 
Slunden spater wird die Uberlebensrate der Zellen mittels eines Wst-1 Substrals geraessen. 
Di eses Substrat wird von mitochondrialen Enzymen umgesetzt Die entstehende Farbstoffmten- 
sitat wird bei 405 iim mi ELISA- Reader gemessen, die Referenzwellenlange licgt dabei bei iiber 
600 nin. 

Dcr IGF/lGFBP-2-13 Komplex besitzt in dosisabhangigerweise eine ubcrlebcnsibrderendc 
Wirkung auf PC-12 Zellen. Diese Zellen entsprechen neuronalen Vorlauferzellen, so dap man 
davon ausgehcn kann, das IGF/IGFBP-2-13 ein neuroprotekliver Faktor ist. 

Beispiel 3 

Aufireinigung des erfindungsgemafSen Peptids IGFBP-4-1 1 

Die Aufreinigung des erfmdungsgemaCen Peptid IGFBP-4-1 1 erfolgte bis zur Stufe der zweiten 
praparativen Auftrennimg vollig analog zu der unter Beispiel 1 beschriebenen Aufreinigung des 
IGFBP-2-13. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch 

Analvtische Reverse-Phase C18-Chromatographie: 

Die im Assay bioaktive Fraktion 33 aus pH-Pool TV warden uber eine analytische Reverse- 
Phase-Saule aufgetrennt. Die Fraktion 34 enthielt die erfmdungsgeraaBe Substanz. 

Chromato graphi eb edin gun gen : 

Saule: 1 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: Vydac RP-C4 5 ym, 300 A 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B : 0,1 % TFA, 80% Acetonitril 

Gradient: 0 - 80% B in 80 min, 80 - 100% B in 10 min 

FluB: 2,5 ml/min 

Detektion: 230 nm 

Chromato graphi eanlage : K ontron 

Fraktionen: a 1 min ab Start des Gradient en 



Massenbestimmungen 
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Die Massenbestimniungen wurdcn auf eineni Elekirospra\-Massenspektrometer durchgefuhn. 
Die Molekiilmasse des Peptids wurde als 

IGFBP-4-1K 11 344 Da 

besiimnii. 

Seqiienzhestinimun^ 

Die Ammosauresequenz des aufgereiniglen. naliven, biologisch aktiven Peplids IGFBP-4-11 
wurde wie unter Beispiel 1 aufder Seite 13 beschricben durchgefiihrt. 

Es ergab sich die folgcnde N-iermina!e Sequenz: 

lGFBP-4-]LMW 11344 Da 

KVNG.^REDARPVPQGSXQSELIIRALERL... 

Der C-Terminus wurde durch den Vergleich der gemessenen Molekularmasse mit der aus der 
Sequenz bereclineten Masse bestimmt. Die Ubereinstimmung dieser Massen liegt in der Mess- 
genauigkeit des Elektrospray-Massenspektrometers von 0,1 der Gesamtmasse. 

Datcnbankvcrgleich 

Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR-Programmpakets an den SwissProt und 
EMBL-Nucleinsauredatenbanken durchgefiihrt. Die Peptidsequenz besitzt eine hundert- 
prozentige Identitat zu den aus der cDNA abgeleiteten Aminosauren des humanen IGFBP-4. 

Bestimmung der Schwefelbruckenverknupfung des IGFBP-4-1 1 

Die Analyse der Schwefelbnickenverknupfung erfolgte, indem das native Peptid IGFBP-4-11 
parallel in zwei verschiedenen Ansatzen mil den Endoproteasen Chymotrypsin und Arg-C ge- 
spalten wurde. Die erhaUenen Spaltfragmente wurden dann mittels analytischer Reverse Phase 
Chromatographie vonemander gclrennt und der Molekulamiassen- und Sequenzanalyse unter- 
zogcn. Folgende Fragmente, welche jeweils zwei Cysteine und cmc Schwefelbrucke enthahen. 
wurden crhalten: 
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HPKQCHPALDGQRGKCW, MW 1960 

CVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQLADSF, MW 3112 
PVPQGSCQSELHR 

MW 3236 

THEDLYIIPIPNCDR 

Daraus ist ersichtlich, daB im nativen IGFBP-4-1 1 die Schwefelbrucken z\\'ischen Cystein 1 und 
2, zwischcn Cysleiii 3 und 4 sowie zwischcn Cystein 5 und 6 ausgebildet sind. 

Beispiel 4 

Bestimmung dcr biologischen Aktivitat des IGFBP-4-1 1 

Die Isolierung des IGFBP-4-1 1 erfolgte anhand seiner biologischen Aktivitat in einem Prolife- 
rationsassay mit primaren Knochenzellen (Osteoblasten), die zunachst aus Schadeldecken von 
Rattenembryonen isoliert werden 

Dazu wurden jeweils Aliquots der unter Beispiel 3 beschriebenen einzelnen Chromatographie- 
stufen gefriergetrocknet und anschlicBend dem biologischen Assay zugefiihrt. Die Fraktionen, 
die jeweils ein positives Signal ergaben, woirden der weiteren Aufreinigung unterzogen. Der 
Assay miBt die Proliferation der Zellen, indem 48 oder 72 Stimden nach Zugabe der Fraktionen 
der Einbau von radioaktivem Thymidin, also die DNA-Syntheserate, bestimmt wird. Als Posi- 
tiv-KontroUe wird in diesem Assay Transforming Growth Factor-beta (TGF-beta) oder fbtales 
Kalberserum (PCS) eingesetzt. In 96 Loch-Platten werden 5.000 Osteoblasten-Zellen pro Loch 
in serumhaltigem Medium ausgesat. Es erfolgt die Zugabe von Aliquots (ca. 100 ml Aquivalent 
des Ausgangsmaterials) in die wells. 48 oder 72 Stunden spater wird die Proliferationsrate 
(DNA-Syntheserate) der Zellen mittels der Zugabe und des Einbaus von radioaktivem Thymi- 
dins gemessen. Das Peptid IGFBP-4-1 1 besitzt m dosisabhangigerweise eine proliferations- 
forderende Wirkung auf diese primai-en Osteoblasten. Diese Zellen entsprechen typischen Kno- 
chenzellen, so daB man davon ausgehen kann, das IGFBP-4-1 1 ein osteoanaboler Faktor ist. 
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Beispiel S 

IsoHerung der C-ierminalen Doniane des IGFBP-3 

Durch ein alinliches Verfahren wie in den Beispielen 1 und 3 konnte aus Hamofilirat ein Pcptid 
isoliert werden mit einer Masse von 2.470 Dalton {MALD1:248] Dallon) mit dcr Sequenz: 
HTRISELKAEAVKJvDRRKKLTQS C^) 

wodurch sich als IGFBP-3 C-terminale Sequenz folgende Sequenz ergibt: 

KVDYESQSTDTQNTSSESKJIETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNVLSPRGVHIPNC 
DKXGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCYSMQSK 

Beispiel 6 

Durch ein ahnliches Verfahren wie m den Beispielen 1 und 3 konnte die N-temnnale Doinanc 
des IGFBP-4 mil der Sequenz 

DEAIHCPPCSEEKLARCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPRCGSGL 
RCYPPRGVEKTLHTLMHGQGVCMELAEIEAIQESLQPSDKDEGDHPNNSFSPCSAHD 
RRCLQKHFAKIRDRSTSGGKM 
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Beispiel 7 

Beslinimung der C-temiinalen Sequenz dcs IPB-5 durch ein Verfahren wie in den Beispiclen 1 
und 3 konnte ein Peptid mit einer Masse von 13,5 kD bestimnit werden. Die Sequenzbestim- 
mung ergab folgende Sequenz: 

KJ^VGGAENTAHPRJISAPEMRQESEQGPCRRPIMEASLQELKASPRMVPRAVYLPNCD 
RKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFQCHTFDSSNVE 
Die theoretische Masse betragl 12,5 kD, daher ist davon auszugehen, daB das Peptid an Serin 
Oder Theronin glykosyliert ist. 
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Patentaiispi iiclie 

Pepude, dadurch gekemizeiclineu daB ilue Aminosauresequenz Tcilen der Ammosaure- 
sequenz von Insulm-like growth factor binding protein entsprichi sowic cyclische. gi> - 
cosylierte, phosphor\'lierten, acetyiierien, amidierten und'Oder sulfatierlcn Denvate. 

Peptide nach Ansprucli 1, dadurch cekennzcichnei. daB die Peptide aus Hamofiitrat 
isohen weidcn konncn^ 

Peptide nach eincm der Anspriiche 1 undyoder 2. dadurch gekennzeiclmel, daB die Pepti- 
de eine Liinge von 61 bis 115 Aminosiiuren aufweisen. 

Peptide nach eineni der Anspruche 1 bis 3. dadurch gckennzcichiiet. daB die Peptide 
Sequenzen aufweisen, die N- odcr C-tennmalen Sequenzen von Insulin-like grouib 
factor binding protein cnlspi echen. 

Peptide gemaB inindestens einem der Anspriiche 1 bis 4 mit einer Aminosauresequenz 
der Formel 

R,-C-X,-PNC-X,-QC-X3-CWCV-X,-C-R3 



wonn 



R, NHj, eine Aminosaure oder ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend bis 
zu 41 Aminosauren, X, ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 24 bis 31 
Aminosauren, Xj ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 9 Aminosauren, 
X, ein Peptid mit einer Aminosauresequenz umfassend 10 Aminosauren, X, ein Peptid 
mit einer Aminosauresequenz umfassend 18 bis 24 Aminosauren, R. COOH, CONH, 
Oder ein Peptid mit bis zu 12 Aminosauren darstellt und cyclische, glycosylierte, phos- 
phorylierte, acetylierte, amidierte, sulfatierte Derivate sowie Fragmente mit der physio- 
logischen Fahigkeit des IGFBP. 

6. Peptide gemaB mindestens cinem der Anspriich 1 bis 5 mit Disulfidbrucken der Fomiel 



R..C-X,-PNC-X--OC-X,-CWCV-X,-C-R, 



ERSAT2BLATT (REGEL 26) 
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Peptide gemiifi mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurcli gekcniizeichnet, daB 
X. an Position 4 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist und/oder X, an der 
Position 9 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist und/oder an der Position 
4 Oder 5 seiner Aminosauresequenz ein Glycin aufweist und/oder X, an der Position 9 
Oder 10 semer Aminosauresequenz ein Glycin aufweist. 

Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, dadurcli gckennzeichnet, daB 
X, an der Position 8 oder V ist und/oder X, an der Position 1 1 oder I isi und/oder X, 
an der Position 1 D oder N ist und/oder X, an der Position 9 K oder R isl und/oder X, 
an der Position 3 S oder A ist und/oder an der Position 8 R oder A ist. 

Peptide gemiiB mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
R, ausgewahlt wird aus 

APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEP 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPAHTP 

GKGGKHHLGLEEPKKLRPPPARTP, 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGP 
KVNGAPREDARPVPQGS, 

LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGP, 
PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGP. 

Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
X, ausgewahlt wird aus 

RIELYRVVESLAKAQETSGEEISKFYL, 

QQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLHI, 

RREMEDTLNHLKFLNVLSPRGVHI, 

QSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPI, 

RRHMEASLQELKASPRMVPRAVYL, 

RRHLDSVLQQLQTEVYRGAQTLYV. 

Peptide gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB X, ausgewahlt wird aus 

NKNGFYHSR, 
DKHGLYNLK, 
DKKGFYKKK, 
DRNGNFHPK, 
DRKGFYKRK, 
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DHRGFVRKR. 

12. Peptide gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 1 i. dadurch eekennzeichnei. 
daB X, ausaewiihll wird aus 



ETSMDGEAGL, 

KMSLNGQRGE, 

RPSKGRKRGF, 

HPALDGQRGK, 

KPSRGRKRGI, 

RSSQGQRRGP. 

13. Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekcnnzeichnet. 
daB ausgewiihlt wird aus 

YPWNGKRIPGSPEIRGDPN, 

NTNTGKLOQGAPTIRGDPE, 

DKYGQPLPGYTTKGKEDVH, 

DRKTGVKLPGGLEPKGELD, 

DKYGMKLPGMEYVDGDFQ, 

DRMGKSLPGSPDGNGSSS. 

14. Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekcnnzeichnet, 
daB R, ausgewahlt wird aus 

QIYFNVQN, 

HLFYNEQQEARGVHTQRMQ, 

HLFYNEQQE, 

YSMQSK, 

HQLADSFRE, 

HTFDSSNVE, 

PTGSSG. 

15. Peptide gemaB einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Peptide ausgewahlt werden aus 



IBP-1 

APSEEDHSILWDAISTYDGSKALHVTNIKKWKEPCRIELYRVVESLAKAQETS 

GEEISKJYLPNCNKNGFYHSRQCETSMDGEAGLCWCVYPWNGKRIPGSPEIRG 

DPNCQIYFNVQN 



IGFBP-2 
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GKGGlvHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLElUSTMRLPDERGPLEHLYS 

LHIPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECH 
LFYNEQQEAI?.GVHTQRMQ 

GGKHHLGLEEPKKLRPPPARTPCQQELDQVLERISTMRLPDERGPLEHLYSLH 

IPNCDKHGLYNLKQCKMSLNGQRGECWCVNPNTGKLIQGAPTIRGDPECHLF 
YNEQQEARGVHTQRMQ 

IGFBP-3 

GHAKDSQRYKVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNV 

LSPRGVHIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGOPLPGYTTKGK 
EDVHCYSMQSK 

KVDYESQSTDTQNFSSESKRETEYGPCRREMEDTLNHLKFLNVLSPRGV 

HIPNCDKKGFYKKKQCRPSKGRKRGFCWCVDKYGQPLPGYTTKGKEDVHCY 
SMQSK 

HPLHSKIIIIKKGHAKDSQRY 
IGFBP-4 

DEAIHCPPCSEEKLARCRPPVGCEELVREPGCGCCATCALGLGMPCGVYTPRC 

GSGLRCYPPRGVEKPLHTLMHGQGVCMELAEIEAIQESLQPSDKDEGDHPNNS 
FSPCSAHDRRCLQKHFAKIRDRSTSGGKM 

KVNGAPREDARPVPQGSCQSELHRALERLAASQSRTHEDLYIIPIPNCDRNGNF 
HPKQCHPALDGQRGKCWCVDRKTGVKLPGGLEPKGELDCHQLADSFRE 

IGFBP-5 

LTQSKFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPR 

AVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFO 
CHTFDSSNVE 

KFVGGAENTAHPRIISAPEMRQESEQGPCRRHMEASLQELKASPRMVPRAV 

YLPNCDRKGFYKRKQCKPSRGRKRGICWCVDKYGMKLPGMEYVDGDFOCH 
TFDSSNVE 

HTRISELKAEAVKKDRRKKLTQS 
IGFBP-6 

PQAGTARPQDVNRRDQQRNPGTSTTPSQPNSAGVQDTEMGPCRRHLDSVLOO 

LQTEVYRGAQTLYVPNCDHRGFYRKRQCRSSQGQRRGPCWCVDRMGKSLPG 
SPDGNGSSSCPTGSSG 

16. Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 
15 durch Aufreinigung aus humanem Blutfiltrat oder Unn, durch Festphasenpeptid- 
synthese oder durch Expression in rekombinanten Mikroorganismen. 
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17. Komplexc von Peptiden gemaB mindestens einem der Ansprliche 1 bis 15 mil hIGF-1 
(humaner Insulin-like growth factor-L M\V 7649) oder WGF-II (humaner Insulin-like 
growth factor-IL MW 7491) sowie dessen biologisch aktive Fragmenten und oder De- 
nvaten, insbesondere amidierten, acetvHerten, sulfatierten, phosphor\'nerlen und-oder 
glykosylierten Derivaten. 

IS. Nuclcinsaure, dadurch gekennzciclinet, daB sie fiir Peptide gemaB mindestens einem 
der Ansprliche 1 bis 15 kodiert. 

19. .Ajitisensenucleotid. dadurch gekennzeichnet, daB es untcr stringenten Bedingungen 
eine Nucleinsauresequcnz bindet, die fur ein Peptid gemaB mmdestens einem der An- 
sprliche 1 bis 15 kodiert. 

20. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB er an em Peptid gemaB mmdestens einem 
der Ansprliche 1 bis 15 bindet. 

21. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, daB er die biologische Aktivitat von Peptiden 
gemaB mindestens einem der Ansprliche 1 bis 15 hemmt. 

22. Inhibitor, dadurch gekennzeichnet, dafi er die Expression von Peptiden gemaB minde- 
stens einem der Ansprliche 1 bis 15 hemmt. 

23. Verwendimg von Peptiden gemaB mindestens einem der Ansprliche 1 bis 15, Komple- 
xen gemafi Anspruch 17, Nucleinsauren gemaB Anspruch 18, zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung der Unterexpression von Insulin-hke Growth Factor 
Binding Proteinen. 

24. Verwendung von Antisensenucleotiden gemaB Anspruch 19, Antikorpem gemaB 
Airspruch 20, Inhibitoren gemaB Anspruch 21 und/oder Inhibitoren gemaB Anspruch 
22 zur Flerstellung eines Arzneimittels zur Behandlung der Uberexpression Insulin-like 
Growth Factor Binding Proteinen. 

25 .Arzneimittel enthaltend Peptide gemaB mindestens emem der Ansprliche 1 bis 15. 
Koniplexe gemaB Ansprucli 17, Nucleinsauren gemaB Anspruch IS. A.ntisen- 
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26. 



27. 



28. 



29. 



senucleotiden gemaB .^.spruch 19, Antikorpem gemaB .\nspruch 20, Inhib.toren ge- 
niaB Anspruch 21 und/oder Inhibitoren gemaI3 Aiispruch 22 i„ emer pharmazcuiirch 
ublichen Darreichungsfomi zur oralen, intravenosen, intramuskularen, mtracutanen, 
intrathekalen Anwendung oder als Aerosol zur transpulmonalen Applikation. 

Verwendung eines Arzneimittels gemaB Anspruch 25 zur Behandlung von Muskel- 
schwund, Osteroporose, Diabetes, amyloidaler lateraler Sklerose, peripheren und zen- 
tralen Neuropathien, entziindiichen Prozessen, gestorten Entziindungsrcaktionen, Tu- 
morerkrankungen, entziindiichen und neoplastischen Erkrankungen, Wachstums- 
storung, Erkrankung der Muskulatur, Erkrankung des K^ochenapparales und/oder zur 
Wund und Kriochenheilung. 

Verwendung der Nuclemsaure gemaB Anspruch 18 und/oder der Antisensenucleotide 
gemaB .Anspmch 19 zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung somatischer 
Oder nicht-somatischer Generkrankungen. 

Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 15, 
Komplexe gemaB Anspruch 17, Nucleinsauren gemai3 Anspruch 18, Antisensenu- 
cleotide gemaJ3 Anspruch 19, Antikorper^ gemaB Anspruch 20, Inhibitoren gemaB An- 
spruch 21 und/oder Inhibitoren gemaB Anspruch 22 sowie weitere Hilfsmittel. 

Verwendung der Diagnostikmittel gemaB Anspruch 28 zur Diagnose von Funktions- 
storungen des Knochens, der Muskehi, des Nervensystems, der Lymphorgane, des 
Magen-Darm-Traktes, des Immunsystems, von Diabetes, infiammatorischen und neo- 
plastischen Prozessen sowie als Marker bei Krebs. 
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sequenz?rotc?:oll 

'1^ al:.geme:i:e aicgaben: 

(A) N.AT^iE : Prof . Dr. Wolf-Georg Forssmann 

(E) STRASSE: Feodor - Lynen - Sc r . 31 

(C) ORT : Hannover 

{S; LAND: Deutschland 

1?) POSTLEITZAHL : 30625 

ill; SEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Insulm-like Growth Facccr Bin 
ding Prctem 

FraaiT.ente und ihre Verwenduna 



(iv COMPUTER-LES3ARE FASSUNG: 

(A) DATENTpJiGER : Floppy disk 
(E) COMPUTER: IBM PC conipatible 

( C) BETRIEBSSYSTEM : PC - DOS /MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA; 
{2} A:\fGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( 1 ) SEQUSNZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 34 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOlS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Ala Pro Ser Glu Glu Asp His Ser lie Leu Trp Asp Ala He Ser Thr 

15 10 15 

Tyr Asp Gly Ser Lys Ala Leu His Val Thr Asn He Lys Lys Trp Lys 
20 25 30 

Glu Pro 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 22 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Gly Gly Lys His His Leu Gly Leu Glu Glu Pro Lys Lys Leu Ara Pro 

Pro Pro Ala Arg Thr Pro 

2 0 
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(I' A:]GAEEK Zu SEQ id NO: 2: 

^ 1 ^ SEQuENZr:EN:JZEICHEK : 

[A) LANGE : 24 Ammosauren 
\3) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : Einzelscrang 

(D) TOFOLOGIE: nichr bekannc 

{11 ) ART DES MOLSKULS : Peptid 

(xi) 3EQUENZ3ESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

Gly Lys Gly Gly Tys His His Leu Gly Leu Glu Glu Pro l^y^ hys Leu 
15 10 15 

Arg Pre Pre Pre Ala Arg Thr Pro 
20 

(2) AI^IGABSN ZU SEQ ID NO: 4: 

I 1 ) SEQUENZ?CENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 35 Ammosauren 
(E ) /iJRT : Aminosaure 
(G) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 4: 

Gly His Ala Lys Asp Ser Gin Arg Tyr Lys Val Asp Tyr Glu Ser Gin 
15 10 15 

Ser Thr Asp Thr Gin Asn Phe Ser Ser Glu Ser Lys Arg Glu Thr Glu 
20 25 30 

Tyr Gly Pro 
35 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 

Lys Val Asn Gly Ala Pro Arg Glu Asp Ala Arg Pro Val Pro Gin Gly 
15 10 15 

Ser 

(2) AJ^GABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

{ 1 } SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 3 2 An^.i nosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRAJnIGFORN: : Einzelstrang 
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(D; TOPOLOGIE: nichL bexannt 
ART DES KOLEKULS : Pepcid 
1X1 ) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

Leu Thr Gin Ser Lys Phe Val Gly Gly Ala Glu Asn Thr Ala His Pro 
15 10 15 

Arg lie He Ser Ala Pro Glu Me:: Arg Gin Glu Ser Glu Gin Gly Pi^c 
20 25 30 

(2) AI^GABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SSQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 41 Aiuinosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekann:: 

(ri) ART DES MOLEKULS : Pepcid 

(Xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 

Pro Gin Ala Gly Thr Ala Arg Pro Gin Asp Val Asn Arg Arg Asp Gin 
15 10 IE 

Gin Arg Asn Pro Gly Thr Ser Thr Thr Pro Ser Gin Pro Asn Ser Ala 
20 25 30 

Gly Val Gin Asp Thr Glu Met Gly Pro 
35 40 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) LANGS: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrana 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Arg lie Glu Leu Tyr Arg Val Val Glu Ser Leu Ala Lys Ala Gin Glu 
15 10 15 

Thr Ser Gly Glu Glu lie Ser Lys Phe Tyr Leu 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 31 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Emzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

{11) ART DES MOLEKULS: Peptid 

txi; SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Gin Gin Glu Leu Asp Gin Val Leu Glu Arg lie Ser Thr Met Arc Lev: 
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15 IC 1^ 

Pro Asp Glu Arg Gly Pro Leu Glu His Leu Tyr Ser Leu His He 
20 25 30 

(2; AICGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

{ 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 24 Ammosauren 
(3) ART: Airtinosaure 

(C) STRAA'GFORM : Einzelstrang 

(D) TOPCLOGIE: nicht bekanni: 

111) ART DES MOLEKULS : Peptid 

1X1 ) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 10: 

Arg Arg Glu Met Glu Asp Thr Leu Asn His Leu Lys Phe Leu Asn Val 

15 10 15 

Leu Ser Pro Arg Gly Val Kis He 
20 

(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO : 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPCLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gin Ser Glu Leu His Arg Ala Leu Glu Arg Leu Ala Ala Ser Gin Ser 
15 10 15 

Arg Thr His Glu Asp Leu Tyr He He Pro He 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 12:' 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORN: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Arg Arg His Met Glu Ala Ser Leu Gin Glu Leu Lys Ala Ser Pro Arg 
15 10 15 

Met Val Pro Arg Ala Val Tyr Leu 

20 

{2' Ai^GABSN ZU SEQ ID NO: 13: 

( 1 : SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 
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t3) ART: AiTiincsaure 

(C; STFvAi^'GFORM : E:.nzel s t rang 

(D) TOPCLOGIE: nic-^ bekanr.t 

(ii; ART DES MOLEKULS : Peprid 

(XI ) SEQUENZ3ESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 

Arg Arg His Leu Asp Ser Val Leu Gin Gin Leu Gin Thr Glu Val Ty 

5 10 15 

Arg Gly Ala Gin Thr Leu Tyr Val 
20 

i2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICKEK : 

(A) LANGE : 9 Aminosauren 

(E) ART: Aminosaure 

(G) STRAJSIGFORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: nicht: bekannr 

(ri) ART DES MOLEKULS: Feptid 

(xi) SEQUENZBESGHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Asn Lys Asn Gly Phe Tyr His Ser Arg 

1 5 

(2) AlvIGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESGHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Asp Lys His Gly Leu Tyr Asn Leu Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(li) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESGHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Asp Lys Lys Gly Phe Tyr Lys Lys Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 AmiLnosauren 
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(B; ART: Aminosaure 

\C; STRANGFORM: Einzelscrang 

(D) TOFCLOGIR: riicht bekannt 

(zi; ART DES KOLEKULS : Pepcid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUl.^G: SEQ ID NO: 17: 

Asp Arg Asn Gly Asn Phe His Fro Lys 
1 5 

(2) ANGABEX ZU SEQ ID NO; 16: 

1 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lANGE : 9 Ammosauren 

(E) ART: Amincsaure 

(C) STRANGFORK: E mze 1 s c rang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekar.nt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUl^^G : SEQ ID NC : 18: 

Asp Arg Lys Gly Phe Tyr Lys Arg Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LiANGE : 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Asp His Arg Gly Phe Tyr Arg Lys Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 20: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Glu Thr Ser Met Asp Gly Glu Ala Gly Leu 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

{ 1 ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Amiinosaure 

(C) STPJVNGFORM : Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: nichr bekannc 

[L^' ART DES MOLEKULS ; Peptic 

;,xi; SEQUENZ3ESCHREIBUNG : SEQ ID KG: 21: 

Lys Met Ser Leu Asn Gly Gin Arg Gly Glu 
l' 5 10 

[2] A::GA3EN ZU SEQ id NO: 22: 

( 1 ) SEQUENZKENN2EIGHEN : 

(A) LANGE : 10 Aminosauren 

(B) A.RT: Arr.mosaure 

(C) STPJ^GFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nichc bekannt 

(li) ART DES MOLEKULS: Peptid 

ixi) SEQUEN2BESCHREIBUKG : SEQ ID NO: 22: 

Arg Pro Ser Lys Gly Arg Lys Arg Gly Phe 
1 ' 5 10 

(2) AJJGA3EN ZU SEQ ID NO: 23: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

His Pro Ala Leu Asp Gly Gin Arg Gly Lys 
15 10 

(2) AircABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Lys Pro Ser Arg Gly Arg Lys Arg Gly lie 
15 10 

(2) AUGABEN ZU SEQ ID NO : 25: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11 ) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(Xi; SEQUEN2EESCKREIBUNG : SEQ ID KG: 25: 

Arc Ser Ser Gin Gly Gin Arg Arg Gly Pro 

15 10 

(2; A::GA3EN ZU SEQ id NO: 26: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICKEN : 

(A) LANGE : 19 Aminosauren 

(B) ART: Ammosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannc 

(11) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(XI ; SEQUENZBESCHRSIBUNG : SEQ ID KC : 26: 

Tyr Pro Trp Asn Gly Lys Arg lie Pre Gly Ser Pro Glu lie Arg Gly 

1 5 10 15 

Asp Pro Asn 

(2) AI^G.ABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

Asn Pro Asn Thr Gly Lys Leu lie Gin Gly Ala Pro Thr lie Arg Gly 

15 10 15 

Asp Pro Glu 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

( i ) SEQUENZKJENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 

Asp Lys Tyr Gly Gin Pro Leu Pro Gly Tyr Thr Thr Lys Gly Lys Glu 

15 10 15 

Asp Val Kis 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

1 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 
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V E ■ ART : Att. J. nc s a u r e 
(C; STRAI^GFCRM: Emzels^rar^g 
iD' TOPCLCQIE: nicht bekanr:t 

ART DES K3LE?:ULS : Peptid 

(XI ) SEQUENZBESCHREIBUIJG : SEQ ID NC : 

Asp Arg Lys Thr Gly Val Lys Leu Pro 

r 

Glu Leu Asp 

v2; A1:GA3EN 2U SEQ ID NO: 30: 

I 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 18 Aminosauren 

(B) ART: Amxnosaure 
(C; 3TPJ^J>JGr ORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(XI ; SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 30: 

Asp Lys Tyr Gly Met Lys Leu Pro Gly Met Glu Tyr Val Asp Gly Asp 
1 5 10 15 ' 

Phe Gin 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 31: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 

Asp Arg Met Gly Lys Ser Leu Pro Gly Ser Pro Asp Gly Asn Gly Ser 
15 10 15 

Ser Ser 

(2) Al^GABEN ZU SEQ ID NO : 32: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

ill) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(X2 ) SEQUENZBESCHREIBUICG : SEQ ID NO: 32: 
Gin He Tyr Phe Asn Val Gin Asn 



2S : 

Gly Gly Leu Glu Pro Lys Gly 

10 15 
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ANGABEN ZU SEQ ID KG: 33: 

( 1 ^ SEQUENZKE::>:ZH:iCHHrC : 

\A) LAl^JGE : 19 Ammcsauren 
(3; ART: Arr.mosaure 
(C; STRANGFORK: Emzel s c rang 
{3; TOPOLOGIE: nicht bekannt 

til) ART DES MOLEKULS: Peptic 

(xi) SEQUENZBESCHREIEUNG : SEQ ID NO ; 33: 

His Leu Phe T\'r As:: Glu Gin Gin Glu Ala Arg Gly Val His Thr Gin 



Arg Met Gin 

(2.) .AiaGAEEN ZU SEQ ID NO: 34: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICKEN : 

(A) LANGE : 9 Ammosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Emzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIEUNG: SEQ ID NO: 34: 

His Leu Phe Tyr Asn Glu Gin Gin Glu 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 35: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIEUNG: SEQ ID NO: 35: 

Tyr Ser Met Gin Ser Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11 ) ART DES MOLEKULS: Peptid 
1X1) SSQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NC : 36: 
His Gin Leu Ala Asp Ser Phe Arc Glu 



J. 



5 



10 
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(2) ANGAEEN ZU SEQ ID NO: 37: 

{ 1 ^ 3EQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 9 Ammosauren 
(3) ART: Arrdnosaure 
(C) STRA:<fGEORM : Einzel Sprang 
(E) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11 ; ART DES MOLEKULS : Pepcid 

(XI ) SEQUENZBESCHREIBuTCG : SEQ ID NO: 37: 

His Thr Phe Asp Ser Ser Asn Val Glu 
1 5 

(2) Al^^GABEN 2U SEQ ID NO: 38: 

[ 1 ; SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 6 Aminosauren 
(E) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelsrrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11 ) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 

Pro Thr Gly Ser Ser Gly 
1 5 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 39: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 118 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 39: 

Ala Pro Ser Glu Glu Asp His Ser lie Leu Trp Asp Ala lie Ser Thr 
15 10 15 

Tyr Asp Gly Ser Lys Ala Leu His Val Thr Asn lie Lys Lys Trp Lys 
20 25 30 

Glu Pro Cys Arg lie Glu Leu Tyr Arg Val Val Glu Ser Leu Ala Lys 
35 40 45 

Ala Gin Glu Thr Ser Gly Glu Glu lie Ser Lys Phe Tyr Leu Pro Asn 
50 55 60 

Cys Asn Lys Asn Gly Phe Tyr His Ser Arg Gin Cys Glu Thr Ser Met 

65 70 75 80 

Asp Gly Glu Ala Gly Leu Cys Trp Cys Val Tyr Pro Trp Asn Gly Lys 

8 5 9 0 9t 

Arg lie Pro Gly Ser Pre Glu lie Arg Gly Asp Pro Asn Cys Gin lie 
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Tyr Fr.e Asn Val Gin Asn 
115 

x2) ANGA3HN ZU SEQ ID NO: 40: 

( 1 ) SSQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 123 Ammosaurer. 
(B ) AJ^.T : A>xinosaure 
(C) STRANGFORK: Einzelstrang 
vD; TOPOLOGIE: nicht bekannt 

ill; ART DES MOLEKULS : Peptlld 

ixi) SEQUENZBSSGHREIBUiaG : SEQ ID NO: 40: 

Gly Lys Gly Gly Lys His His Leu Gly Leu Glu Glu Pre Lys Lys Leu 

5 10 15 

Arg Pro Pro Pro Ala A.rg Thr Pro Cys Gin Gin Glu Leu Asp Gin Val 

2 0 2 5 3 0 

Leu Glu Arg lie Ser Thr Met Arg Leu Pro Asp Glu Arg Gly Pro Leu 
35 40 45 

Glu His Leu Tyr Ser Leu His lie Pro Asn Cys Asp Lys His Gly Leu 
50 55 60 

Tyr Asn Leu Lys Gin Cys Lys Met Ser Leu Asn Gly Gin Arg Gly Glu 
65 70 75 80 

Cys Trp Cys Val Asn Pro Asn Thr Gly Lys Leu lie Gin Gly Ala Pro 
85 90 95 

Thr lie Arg Gly Asp Pro Glu Cys His Leu Phe Tyr Asn Glu Gin Gin 
100 105 110 

Glu Ala Arg Gly Val Hrs Thr Gin Arg Met Gin 
115 120 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 114 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 41: 

Gly His Ala Lys Asp Ser Gin Arg Tyr Lys Val Asp Tyr Glu Ser Gin 

15 10 15 

Ser Thr Asp Thr Gin Asn Phe Ser Ser Glu Ser Lys Arg Glu Thr Glu 

2 0 2 5 3 0 

Tyr Gly Pro Cys Arg Arg Glu Met Glu 7isp Thr Leu Asn His Leu Lys 
3 5 4 0 4 5 

Phe Leu Asn Val Leu Ser Pro Arg Gly Val His lie Pro Asn C\'S Asp 
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L\'s L\'s Gly ?he Tyr Lys Lys Lys Gl:\ Cys Arc Pre Ser L\'£ Gly Arg 

6 5 7 0 7 5 S ■ J 

Lys Arg Gly ?he Cys Trp Cys Val Asp Lys Tyr Gly Gin Fro Leu Pre 

85 90 95 

Gly Tyr Thr Thr Lys Gly Lys Glu Asp Val His Cys Tyr Ser Met Gin 
100 105 110 

Ser Lys 

(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 42: 

{ 1 ) S E QUEN Z KE NN Z E I CH E N : 

(A) LANGE: 102 An^.inosauren 

(B) ART: Amrnosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 

Lys Val Asn Gly Ala Pro Arg Glu Asp Ala Arg Pro Val Pro Gin Gly 
15 10 15 

Ser Cys Gin Ser Glu Leu His Arg Ala Leu Glu Arg Leu Ala Ala Ser 
20 25 30 

Gin Ser Arg Thr His Glu Asp Leu Tyr lie lie Pro lie Pro Asn Cys 
35 40 45 

Asp Arg Asn Gly Asn Phe His Pro Lys Gin Cys His Pro Ala Leu Asp 
50 55 60 

Gly Gin Arg Gly Lys Cys Trp Cys Val Asp Arg Lys Thr Gly Val Lys 
65 70 75 80 

Leu Pro Gly Gly Leu Glu Pro Lys Gly Glu Leu Asp Cys His Gin Leu 

85 90 95 

Ala Asp Ser Phe Arg Glu 
100 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 43: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 113 Ammosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) S T RANG FORM : Emzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt: 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 43: 

Leu Thr Gin Ser Lys Phe Val Gly Gly Ala Glu Asn Thr Ala His Pre 
1 5 10 15 

Ara lie He Ser Ala Pro Glu Met Aro Gin Glu Ser Glu Gin Glv Pro 
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Cys Arg Arg His Met Glu Ala Ser Leu Gin Glu Leu L\'s Ala Ser Fro 
35 40 45 

A.rg Mer Val Pro Arg A.la Val Tyr Leu Pro Asn Cys A.sp Arg Lys Gly 
50 55 60 ' ^ ' 

Fhe Tyr Lys Arg Lys Gin Cys Lys Pro Ser Arg Gly A.rg Lys A.rg Gly 

6 5 7 0 7 5 8 0 

lie Cys Trp Cys Val Asp L\^s Tyr Gly Kez L\^3 Leu Pro Gly Mer Glu 
8 5 9 0 9 5 

Tyr Val Asp Gly Asp Phe Gin Cys Kis Thr Phe A.sp Ser Ser Asn Val 
100 105 110 

Glu 

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 44: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 119 Ammosaur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRAIxJGFORM : Emzelscrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(XI ) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 44: 

Pro Gin Ala Gly Thr Ala Arg Pro Gin Asp Val Asn Arg Arg Asp Gin 
15 10 15 

Gin Arg Asn Pro Gly Thr Ser Thr Thr Pro Ser Gin Pro Asn Ser Ala 
20 25 30 

Gly Val Gin Asp Thr Glu Met Gly Pro Cys Arg Arg His Leu Asp Ser 
35 40 45 

Val Leu Gin Gin Leu Gin Thr Glu Val Tyr Arg Gly Ala Gin Thr Leu 
50 55 60 

Tyr Val Pro Asn Cys Asp His Arg Gly Phe Tyr Arg Lys Arg Gin Cys 
65 70 75 80 

Arg Ser Ser Gin Gly Gin Arg Arg Gly Pro Cys Trp Cys Val Asp Arg 

85 90 95 

Met Gly Lys Ser Leu Pro Gly Ser Pro Asp Gly Asn Gly Ser Ser Ser 
100 105 lie 

Cys Pro Thr Gly Ser Ser Gly 
115 

:2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 45: 

(l ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 121 Arr.mos auren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRA.\^GFORM : Em^elsrrana 
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',D; TCFCLOGIE: nichr- bekannr 
ART DES KOLEKULS : Peptid 
(XI) SEQUENZ3ESCHREIBUNG : SEQ ID KO : 45: 

Gly Gly Lys H:ls K^s Eeu Gly Leu Giu Glu Pro Lys Lys Leu Arg Pre 
1 5 IC 15 

Pro Pro Ala Arg Thr Pro Cys Glr. Gin Glu Leu Asp Gin Val Leu Glu 

2 0 2 5 3 0 

Arg lie Ser Thr Met Arg Leu Pro Asp Glu A.rg Gly Pro Leu Glu His 

35 40 45 

Leu Tyr Ser Leu His lie Pro Asn Cys Asp Lys Hrs Gly Leu Tyr Asn 
50 55 60 

Leu Lys Gin Cys Lys Met Ser Leu Asn Gly Gin A.rg Gly Glu Cys Trp 
65 70 75 80 

Cys Val Asn Pro Asn Thr Gly Lys Leu He Gin Gly Ala Pro Thr He 

85 90 95 

Arg Gly Asp Pro Glu Cys His Leu Phe Tyr Asn Glu Gin Gin Glu Ala 
10 0 105 110 

Arg Gly Val His Thr Gin Arg Met Gin 
115 120 



) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 46: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 105 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 

Lys Val Asp Tyr Glu Ser Gin Ser Thr Asp Thr Gin Asn Phe Ser Ser 
15 10 15 

Glu Ser Lys Arg Glu Thr Glu Tyr Gly Pro Cys Arg Arg Glu Met Glu 
20 25 30 

Asp Thr Leu Asn His Leu Lys Phe Leu Asn Val Leu Ser Pro Arg Gly 
35 40 45 

Val His He Pro Asn Cys Asp Lys Lys Gly Phe Tyr Lys Lys Lys Gin 
50 55 60 

Cys Arg Pro Ser Lys Gly Arg Lys Arg Gly Phe Cys Trp Cys Val Asp 
65 70 75 80 

Lys Tyr Gly Gin Pro Leu Pro Gly Tyr Thr Thr Lys Gly Lys Glu Asp 

85 90 95 

Val His Cys Tyr Ser Met Gin Ser Lys 
10 0 10 5 
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2- ai:gabe:-j z;: sec "z tco: 47: 

[ 1 ^ SEQUEKZrCEKNZEICHEN : 

[ A ) LlANG E : 2 1 Att.i no s au r e n 
tB) ART: Ammosaure 
(C) STRANGEORM: Einzelstrang 
{D; TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(11) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUlsIG: SEQ ID NO: 47: 

His Pro Leu His Ser Lys lie lie lie lie Lys Lys Gly His Ala Lys 
1 5 10 ' ' 15 ^ 

Asp Sex- Gin Arg Tyr 
20 

2) AKGABEN ZU SEQ ID NO : 48: 

[ 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) IiANGE : 135 Ammosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 48: 

Asp Glu Ala lie His Cys Pro Pro Cys Ser Glu Glu Lys Leu Ala Arg 
15 10 15 

Cys Arg Pro Pro Val Gly Cys Glu Glu Leu Val Arg Glu Pro Gly Cys 
20 25 30 

Gly Cys Cys Ala Thr Cys Ala Leu Gly Leu Gly Met Pro Cys Gly Val 
35 40 45 

Tyr Thr Pro Arg Cys Gly Ser Gly Leu Arg Cys Tyr Pro Pro Arg Gly 
50 55 60 

Val Glu Lys Pro Leu His Thr Leu Met His Gly Gin Gly Val Cys Met 
65 70 75 80 

Glu Leu Ala Glu lie Glu Ala lie Gin Glu Ser Leu Gin Pro Ser Asp 

85 90 95 

Lys Asp Glu Gly Asp His Pro Asn Asn Ser Phe Ser Pro Cys Ser Ala 
100 105 110 

His Asp Arg Arg Cys Leu Gin Lys His Phe Ala Lys lie Arg Asp Arg 
115 120 125 

Ser Thr Ser Gly Gly Lys Met 
130 135 

2) 7\NGA3EN ZU SEQ ID NO: 49: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 109 Ammosauren 

( B ) ART : At. x no s aur e 

(C) STRANGFORM: Emzelstranc 



wo 99/32620 



17 



PCT/EP98/08405 



i Z ' TOFOLOGIE : nicht bekannc 
■II' ART DES MCLEKULS : Pepcid 
1X1 ■ SSQUENZBSSCHREIEUNG : SEQ ID NO: 49: 

L\-s Phe Val Giy Gly Ala Glu Asn Thr A.la His Pro Arg lie lie Ser 

IS IC 15 

Ala Pre Glu Met Arg Gin Glu Ser Glu Gin Gly Pro Cys A.rg Arg His 
2 0 2 5 3 0 

y.ez Glu Ala Ser Eeu Gin Glu Leu Lys Ala Ser Pro Arg Met Val Pro 
35 40 45 

A.rg Ala Val Tyr Leu Pro Asn Gys Asp Arg Lys Gly Phe Tyr Lys A.rg 
50 55 60 

Lys Gin Cys Lys Pro Ser Arg Gly A.rg Lys Arg Gly lie Cys Trp Cys 

65 70 75 SO 

Val A.sp Lys Tyr Gly Met Lys Leu Pre Gly Met Glu Tyr Val Asp Gly 

85 90 95 

Asp Phe Gin Cys His Thr Phe A.sp Ser Ser Asn Val Glu 
10 0 10 5 

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 50: 

( 1 ) SSQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 23 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 50: 

His Thr Arg lie Ser Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val Lys Lys Asp Arg 
15 10 15 

Arg Lys Lys Leu Thr Gin Ser 
20 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



I) K^^tionaies Aktenzeicnen 

PCT/EP 98/ 08405 



Feld I BemerXungen zu aen Anspruchen. die sich als mcht recnercnieroar erwiesen haoen ( Fortsetzung von Punkt 2 auf Biatt i ) 

Gemal3 Artikel 17(2)a) wurae aus tolgenden Grunden fur besiimmte Anspruche Kem Rechercnenbencht erstellt: 
1 I X I Anspruche Nr. 

wed sie s»cn auf Gegenstande beziehen. zu deren Rechercne die Behorde ntcht verpfiichtet ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 26 und 27 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschl ichen/tieri schen Kbrpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgef iihrt . Sie grundete sich auf die angefiihrten 
Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung . 

Anspruche Nr 

well sie stch auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen. aie den vorgeschnebenen Antorderungen so wemg entsprecnen, 
daB etne sinnvolie Internationale Recherche mcht durchgetuhrt werden kann. namtich 



Anspruche Nr, 

wen es sicn dabet urn abhangige Anspruche nandeit, die nicnt entsprechend Sat2 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgetaBt sind 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkeit aer Ertmoung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat fesigestellt, da3 dtese internationate Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 I I Da der Anmeider alie erforderhcnen zusatzhchen Recherchengebuhren rechtzettig entrtchtet hat. erstreckt sich dieser 
' ' Internationale Recherchenbencht auf ade recherchierbaren Ansprucne 

2 j j Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne etnen Arbeitsautwand durchgetuhrt werden konnte. der eme 
' * zusatzliche Rechercnengebuhr gerechttertigt hatte hat die Behorde mcht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert 



□ Da der Anmeider nur eimge der ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
Internationale Recherchenbencht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind. namlich auf die 
Anspruche Nr. 



I 1 Der Anmeider hat die ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren mcht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbencht beschrankt sich daher auf die tn den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; dtese ist m tolgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtiich eines Widerspruchs | j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahit. 

I ' Die Zahlung zusatzticher Recherchengebuhren erfolgte onne Widerspruch. 
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